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Uber den biologischen Abbau 
von Fettsiuren, Estern und Fett zu Dicarbonsaduren”*). 


Von 


B. Flaschentriiger und K. Bernhard. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1935.) 


f-Oxydation einer Fettsiure ist nur méglich, wenn die Carb- 
oxylgruppe frei ist, oder in der Zelle in Freiheit gesetzt werden 
kann. Die w-Oxydation fassen wir als eine Hilfsreaktion der 
Zelle zur Schaffung einer freien Carboxylgruppe auf. Das Gesetz 
der £-Oxydation erklirt die Befunde iiber den Fettabbau am 
Krankenbett und im Laboratorium bisher am besten. Nach 
unseren heutigen Kenntnissen ist die 8-Oxydation gegeniiber der 
w-Oxydation bei der Verbrennung der Fette die bevorzugte Um- 
setzung. Wir nehmen an, daB nach Spaltung der Fette die hohen 
Fettsiuren ganz, die mittleren (C,—C,,) zum allergréBten Teil, 
zB. beim Hund bis zu 99°/,, beim Menschen nach Versuchen 
von Verkade und Mitarbeitern’) zu 94°/, und im Minimum 
unter Beriicksichtigung, daB etwa 50°/, der Dicarbonsiuren im 
Kérper verbrennen, bis zu 88°/, und mehr f-oxydiert werden. 
Nur ein kleiner Teil der gesittigten Fettsiuren, und zwar nur 
solche mit 8—11 C-Atomen, wird w-oxydiert. Eine Deutung der 
bisher vorliegenden experimentellen Tatsachen haben wir in unserer 
letzten Verdéffentlichung) versucht. Die Beobachtung von Verkade, 
Glyceride mit bestimmten mittleren Fettsiiuren w-oxydiert 


*) 16. Mitteilung. Beitrag zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. Uber 
den Inhalt dieser Arbeit wurde unter anderem berichtet am 19. 8. 35 in 
Einsiedeln vor Schweiz. Naturforsch. Ges., am 23. 10. 35 in Miinchen vor 
Dtsch. Pharm. Ges. und am 7. 10. 35 in Ziirich vor Ges. der Arzte in Ziirich. 

1) I—VI: Proc. Akad. Wetenschappen Amsterdam 35, 251 (1932); 36, 
314, 876 (1933); 37, 460, 590 (1934); 38, 536 (1935) oder Diese Z. 216, 225 
(1938); Biochemie. J. 28, 31 (1934); Diese Z. 225, 230 (1934); 227, 213 (1934): 
230, 207 (1934); 234, 21 (1935); Recueil Trav. chim. 54, 893 (1935). 

*) Helvet. Chim. Acta 18, 962 (1935). 15. Mitteilung. 
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werden, fiigte sich unserer Vorstellung tiber das Verhalten ,,e. 
sperrter Ketten“ cin, wenn in der Zelle der Abbau von Estery 
ohne vorausgehende Hydrolyse nachgewiesen werden kénnte, 
Zuniichst ist auf Grund der Versuche von Verkade an eine 
spezifische Tendenz zur qm-Oxydation von seiten der mittlerey 
Fettsiuren zu denken. Weiteres experimentelles Material muf 
beigebracht werden. In der Folge haben wir in einer Reihe yon 
Fiitterungsversuchen das Verhalten einzelner Fettsiiuren und ihrer 
Ester mit verschiedener Kettenlinge untersucht. 


1. Fiitterung von Fettsdureestern mit Fettzusatz. 


Vgl. Tab. I. Die Aufnahme von kérperfremden Fettsiiureestern 
sollte in Gegenwart eines leichtverdaulichen, handelsiiblichen Fettes am 
giinstigsten sein. Wir fiitterten Hunde mit Ester und Kochfett, das zu 80°), 
aus Kokosfett und zu 20°/, aus Butterschmalz besteht. Die Methyl- und 
Athylester von Monocarbonsiuren mit 9—12 C-Atomen geben die ent- 


sprechenden Dicarbonsiuren. Dabei fiillt auf, daB der Pelargonsiiure- 


methylester neben Acelainsiiure auch Korksiiure liefert, wihrend Caprin- 
siure- und Laurinsiure-ester nur Siuren mit gerader C-Zahl geben. In den 
Fiitterungsversuchen mit Fetten allein wird Kokosfett vom Hund zum kleinen 
Teil ausschlieBlich zu geradzahligen Dicarbonsiuren (Sebacin- und Kork. 
siure) abgebaut, nicht aber zu Acelainsiiure. Die im Versuch mit Pelargon- 
siureester festgestellte Acelainsiure entstammt daher sicher dem verfiitterten 
Methylester. Auch die Menge des insgesamt verabreichten Futters ist fiir 
die Bildung der Di-Siuren wesentlich. Das zeigen die beiden letzten Ver- 
suche mit Myristin- und Palmitinsiuremethylester. Fiitterung von 120¢ 
Kochfett in 2 Tagen erméglichte nicht die Isolierung von Dicarbonsiiuren 
aus dem Harn. Die Versuche mit den iibrigen Estern geradzahliger Fett- 
siuren sind insofern nicht eindeutig, als ein Teil der Dicarbonsiiuren im 
Harn aus dem Kochfett stammen kann. Sie scheinen uns doch wichtig 
und fiihrten uns weiter. 


2. Fiitterung von Fetten allein. 


Vgl. Tab. II. Mensch und Hund verhalten sich gegen- 
iiber Kokosfett nur scheinbar verschieden. Zum Auftreten und 
Auffinden von Dicarbonsiuren im Harn sind das pro kg Ko6rper- 
gewicht und pro Tag verabreichte Fett sowie auch die gesamte 
Fettmenge der Fiitterungsperiode wesentlich. In unseren Ver- 
suchen am Menschen wird die an Hunde pro kg und Tag ver- 
abreichte Kokosfettmenge von 4—5 g nicht erreicht. Méglicher- 
weise beginnt erst bei etwa 4g Kokosfett pro kg und Tag der 
Ubertritt von Dicarbonsduren in den Harn. Solange diese Schwelle 
nicht iiberschritten wird, fithrt auch die lingere Ausdehnung des 
Versuches bis zu 600 g Gesamt-Kokosfett nicht zu Diacidurie. 
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(‘ber den biologischen Abbau von Fettsiuren, Estern und Fett usw. 2923 


Die diacidogene Wirkung eines Fettes ist nach Verkade und 
yan der Lee*) durch den Gehalt an diacidogenen Fettsiuren 
bedingt. Kokosfett und ausgelassene Butter enthalten nach Griin 
und Halden‘) in °/, folgende gesittigte Fettsiuren mit C-Zahl: 


C, C, Cro C, 2 Ci, Cis 


Kokosfett. . . . |0,2—2 | 6—10 | 5—11 |45—51]17—20] 4—8 |0,8—5 
Butterschmalz. . 1—2 | 1—2 1—1,5 |3,6—6 |10—20]12—1T] 1—6 


Wir verstehen, warum nach Butterfiitterung auch beim Hund 
keine Dicarbonsiiuren gefunden werden. Immerhin ist zu be- 
achten, daB handelsiibliche Nahrungsfette (Kochfett und Kokosfett) 
unter bestimmten Bedingungen mit Sicherheit Dicarbonsiuren 
liefern, auch wenn der Beweis bisher nur am Hund erbracht 
werden konnte. Van der Lee‘) nahm 175 g = 2,5 g pro kg und 
Tag Kokosfett auf und fand aus obigen Griinden keine Dicarbon- 
siuren, unter Beriicksichtigung der Kokosfettzusammensetzung 
(9°/o Cg, 5,6°/, C,,-Monocarbonsiiuren) sollten sich hier von di- 
acidogenen Siuren 0,117 g pro Tag und kg umsetzen. Fiir den 
Menschen liegen normalerweise die diacidogenen Kokosfettmengen 
auBerhalb des tiglichen Verbrauchs. Der Versuch von Verkade 
mit Ulmensamendl zeigt deutlich, daB auch kleine Fettmengen 
diacidogen wirken kénnen. Die im Ulmensamendl pro kg und Tag 
zu 0,175 g verabreichte Caprinsiure lieferte 1,17°/, Sebacinsiure. 


3. Fiitterung von fettsauren Salzen. 


Wenn wirklich die Kettenlinge allein, wie das Verkade 
annimmt, unabhingig von der jeweiligen Bindung der Carboxyl- 
gruppe, Ursache fiir das Auftreten der Dicarbonsiuren ist, miiBten 
auch ,freie* Siuren dazu fihren. Wir verfiitterten Natriumsalze 
der Fettsiuren mit 6—18 C-Atomen. Vgl. Tab. HiIl. Vom 
Hund wurden Capryl-, Pelargon- und Caprinsaéure zu Dicarbon- 
siuren und zwar in absteigenden Mengen abgebaut. Weder die 
hdheren noch die niedrigeren Fettsiuren liefern Di-Siuren. In 
unserer vorausgehenden Arbeit glaubten wir mit dem Auffinden 
von Sebacinsiure im Harn nach Fiitterung von caprinsaurem 
Natrium den eindeutigen Beweis fiir die w-Oxydation einer freien 


%) Diese Z. 225, 241 (1934). 
4) Analyse der Fette und Wachse, Band II. Seiten 202 u. 483; 
Berlin 1929. 5) Diese Z. 225, 240 (1934). 
16* 


| 
| 
> 
4 
j 
j 
4 
s 
i 
* 
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Saure erbracht zu haben. Die hier beigebrachten Befunde fiige; 
sich ein, aber es ist doch daran zu denken, daB das fettsaur 
Salz in der Darmwand zum (lycerid aufgebaut wird und a\ 
solches in die Gewebe gelangt. [er kénnte es auch ungespalten, 
also mit verschlossener COOH-Gruppe zum Abbau gelangen. Nach 
Willstitter spaltet Leberlipase Glyceride héherer Fettsiuren 
106 mal schwerer, dagegen niedere Ester 500 mal leichter. Wir 
wissen bisher iiber den ersten Angriff der Fette im Gewebe gar 
nichts. Gerade darum verdient dieser Kinwand Beachtung und 
experimentelle Begriindung. 

Vergleicht man unsere Fiitterungsversuche am Hund mit dem 
Abbau von Glyceriden in den Selbstversuchen von Verkade und 
Mitarbeitern®), so fallt auf, daB der Mensch noch Undecylsiure. 
und, wenn auch in sehr geringer Menge, noch Laurinsiureglycerid 
zu Dicarbonsdéuren umwandelt. Das Maximum der Ausbeute an 
Di-Siuren liegt beim Undekafett (= 1—5,85°/,, im Mittel 3°/, C,, 


Di-Siure). Es sinkt steil gegen die héheren und langsam gegen| 


die Glyceride niederer Fettsiuren ab. Tricaprylin gibt 0,1—0,16°, 
Korksiure, Trinonylin 0,37—0,59°/,, Tricaprin 0,4—2°/,, Trilaurin 
nur mehr Spuren. 

Es ist bemerkenswert, daf der Mensch Siuren mit 8—12 
C-Atomen mit Maximum bei C,,, der Hund mit 8—10 C-Atomen 
mit Maximum bei C, w-oxydiert. In beiden Fallen sind von den 
iblichen Fettsiuren die mittleren bevorzugt. 


4. Fiitterung von Fettsdureestern. 


Um festzustellen, ob der ,leichte VerschluB“ der COOH- 
Gruppe irgendwelchen EinfluB auf die Ausbeute der Di-Sauren 
ausiibt, haben wir Methyl- und Athylester von Fettsiuren ver- 
fiittert. Die Hauptmenge dieser Ester wurde, wie zu erwarten 
war, im Darm gespaltep und resorbiert. Die Méglichkeit einer 
Resorption kleiner Men ungespaltener Fette ist heute noch 
nicht sicher auszuschlieBen. Diese Ester sollten den Zellipasen 


mehr Widerstand bieten und daher in vermehrtem MaBe w-oxy- 


diert werden. Die Zusammenstellung in Tab. IV zeigt, daB die 
Ester der Caprylsiure ganz analog dem caprylsauren Natrium 
die héchste Ausbeute an Di-Siiuren liefern. Die Athylester der 
Capryl- und Pelargonsiure scheinen etwas mehr Di-Siuren als 
die Methylester zu bilden. Wir priifen zur Zeit noch das Ver- 


6) Biochemic. J. 28, 31 (1934) und Diese Z. 226, 230 (1933). 
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ber den biologischen Abbau von Fettsiuren, Estern und Fett usw. 225 


balten der Butyl-*) und Amylester. Auffallenderweise konnte nach 
Fiitterung von Caprinsiureithylester iiberhaupt keine Sebacinsiure 
gefunden werden, wohl aber nach Methylestergaben. 

Die Methyl- und Athylester der mittleren Fettsiiuren verhalten 
sich wie die fettsauren Salze. Vielleicht werden diese Ester 
yollig im Darm gespalten, als Glyceride wieder gestapelt und in 
der Hauptsache langsam nach Hydrolyse iiber #-Oxydation in der 
Zelle verwertet. Sie sind als niedrigere Fettsiureester méglicher- 
weise weniger zur Deponierung geeignet und werden rascher ab- 
gebaut, wobei auch die w-Oxydation teilnimmt. 


5. Fiitterung von Sebacinsaure. 

Man kénnte annehmen, da8 normalerweise die w-Oxydation 
in der Zelle in viel gréSerem Umfange stattfindet und die ge- 
bildeten Di-Carbonsaéuren weiter verbrennen, ohne Bruchstiicke 
sich anreichern. Diese Ansicht wird besonders von Verkade?) 
vertreten. In unseren Belastungsversuchen reichern sich die Di- 
Siuren nach Uberschreitung der ,,Verbrennungsschwelle“ im Harn 
an. Um zu priifen, ob normalerweise bei unterschwelligen Werten 
Di-Siuren entstehen und vergehen, haben wir zunichst unsere 
friheren Versuche?) vom Jahre 1926 fortgesetzt. Schon damals 
fanden wir beim Aufarbeiten des Harnes nach Korksiureverfiitterung 
Krystallfraktionen, die weder mit Kork- noch mit Adipinsiure 
Schmelzpunktsdepressionen gaben. Trotz der theoretischen Méglich- 
keit zu zweiseitiger §-Oxydation werden vom Hund die freien Di- 
Varbonsiuren (C,, C,, C,,) auch bei subcutanen Dosen von nur 
),08; 0,23 und 0,047 g pro Kilo und Tag bis zu 50—60°/, un- 
verandert in den Harn ausgeschieden. Die Versuche von An- 
dersen mit Mengen von 0,08 g Adipinsiiure pro Kilo und Tag 
tir den Menschen und 0,2 ¢ pro Kilo und Tag fiir den Hund 


eigen, daB auch perorale Gaben den Abbau nicht erhéhen. Wir 


kjnnen diese Befunde mit neuen vergleichenden Versuchen be- 
stiitigen. Sie erstrecken sich auf Verabreichung verschiedener 
Mengen Sebacinsiure, Kork- und Bernsteinsiure an Menschen 


und Hunde. Wir berichten zunichst tiber 2 Versuche mit 


Sebacinsiure. 

Wir gaben einem Hund B. einmal je 1 g Sebacinsiure pro 
Kilo und Tag und dann je 0,1 g wibrend lingerer Zeit und ver- 
gichen die Ausbeuten an unveriinderter Siiure. Wenn auch bei 


*) Anmerkung bei der Korrektur 20. 1. 36. Im Harn finden 
wir 0,4°/, rohe Dicarbonsiuren. 
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den kleinen Dosen eine bessere Verwertung der Siure fest. 
zustellen ist, so kann aus diesen Versuchen doch geschlossen 
werden, da8 Sebacinsiure beim normalen Fettsiureabbau als 
Zwischenprodukt in gréBerer Menge nicht entstehen kann, sic 
miiBte sonst im Harn erscheinen. Sie kiénnte nur in einer Ketten.- 
reaktion als Zwischenstufe durchlaufen werden, was noch zu be. 
weisen wire. Beim Aufarbeiten der Harne auf Sebacinsiure fanden 
wir 55 bzw. 30°/, rohe Di-Siuren; daraus 37 bzw. 17°/, reine un- 
verinderte Sebacinsiure, sowie auBerdem noch 6 bzw. 5,5°/, Kork- 
und 2,4 bzw. 4,4°/, Adipinsiure. Wir bestitigen und erweitern 
damit die Beobachtungen von Verkade und van der Lee’). 

Warum reichern sich diese Bruchstiicke im Harn an, ob. 
gleich die Siuren zweiseitig f-oxydiert werden sollten? Doch nur, 
weil der Abbau nicht rasch genug verliuft gegeniiber der Aus- 
scheidungsgeschwindigkeit. Wir glauben daher, daB der einseitige 
oxydative Abbau bei Monocarbonsiuren von der einen Carboxy)l- 
gruppe ausgehend rascher verliuft als der zweiseitige bei Dicarbon- 
siuren. Daher wird auch die Hauptmenge des kérpervertrauten 
Fettes nicht den Weg iiber die w-Oxydation gehen; sonst sollte 
man unter normalen (Hunger), oder vielleicht noch mehr unter 
pathologischen Bedingungen, Dicarbonsiiuren im Harn vermehrt 
auffinden. Nach diesen Disiuren mui mit verbesserten Methoden 
gesucht werden. Bis heute lift sich das Auftreten der Aceton- 
kérper mit dem Gesetz der 8-Oxydation von Knoop’) am besten 
erkliren. Freilich sind wir uns immer bewubt, daB wir unser 
» Wissen“ vom Fettabbau iiber Analogieschliisse gewonnen haben. 
Intermediire ,8-Oxydation“ und ,,w-Oxydation* des Fettes sind 
Hilfsvorstellungen iiber Zellvorginge. Weitere Versuche miissen 
Klarheit bringen. 

Versuchsteil. 

Ausfiihrung der Stoffwechselversuche und Harnaufarbeitung. 
4 Hunde: Waldi, W. (2 10,58 kg); Meiti, M. (9 12,32 kg); Joggi, J. (¢ 23,84 kg): 
Barli, B. (# 11,57 kg), erhielten in einem Futter aus Reis, magerem Pferde- 
fleisch, Salz, Wasser, etwas Milch und Maggiwiirze als Geschmackskorrigens 
tiglich vormittags und nachmittags in wechselnden Mengen Ester und 
Kochfett, sowie Ester und fettsaure Salze. In den spiteren Versuchen 
wurde das Kochfett weggelassen. Die verfiitterten Ester und Siuren waren 
simtlich analysenrein, ihre Mengen sind in den Tabellen in Gramm pro kg 
Kérpergewicht des Tieres und Futtertag angegeben. Die ins Futter ge- 


mischten Ester, Seifen und Fette wurden von den Tieren gern und voll: 
stiindig gefressen. Stérungen durch Erbrechen oder Durchfall traten nicht 


7) Diese Z. 227, 213 (1934); 237, 186 (1935). 
8) Oxyd. im Tierkérp. Stuttgart 1931. 
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auf. Meist nahmen die Tiere wihrend des Versuches an Gewicht zu, so daB 
zur Umrechnung auf Kilogramm und Tag Mittelwerte vom Versuchsbeginn 
und -ende genommen wurden. Der Versuchsharn wurde im Stoffwechselkafig 
mit Spiilwasser und einer 3—5 tigigen Nachperiode quantitativ gesammelt 
und vereint verarbeitet. Er wurde iiber Kieselgur filtriert, bei kongosaurer 
Reaktion im Vakuum auf 500—600 ccm eingeengt, und davon wurden 10°, 
als Probe aufbewahrt. Sie wird bei der Feststellung der Ausbeute an Di- 
carbonsduren beriicksichtigt. Das saure Konzentrat schiittelten wir auf einer 
Schiittelmaschine je 3 Stunden mit 500 cem Ather etwa 5mal aus. Die 
itherischen Extrakte wurden, ohne vorherige Trocknung, eingedampft und 
der Riickstand in Gegenwart von Phosphorsiure oder Salzsiiure mit Wasser- 
dampf destilliert. Aus dem Destillat erhilt man mit Ather die mit Wasser- 
dampf fliichtigen Anteile. Es waren teilweise krystalline, salbige Massen, 
die im siedenden Wasserbad schmolzen. Sie wogen zwischen 0,1—0,5 g und 
diirften neben Benzoesiure geringe Anteile unverinderter, zugefiitterter 
Monocarbonsiuren enthalten. Wir nennen sie Benzoesiurefraktion. Den 
Kolbenriickstand mit den nichtfliichtigen Anteilen zogen wir wiederholt im 
Schiitteltrichter mit Ather aus. Die wiBrige Endlauge wurde verworfen. 
Nach Abdestillieren des nicht getrockneten Athers hinterblieb eine tief braune, 
ziihe, dlige Masse; die wir jeweils mit 30—50 ccm Wasser auskochten und 
heiB abfiltrierten. Man erhielt ein wasserschwer- bis -unlésliches braunes Ol 
als Riickstand und einen wiBrigen Extrakt, der nach Abkiihlen und Ein- 
engen die Dicarbonsiurefraktion lieferte, Die rohen Dicarbonsiuren schieden 
sich als gelbe bis braune Kristalle ab. Durch wiederholtes Umkrystallisieren 
aus angesiuertem Wasser, wie friiher geschildert, bekamen wir eine Reihe 
von Krystallfraktionen, die nach Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt, Elementar- 
analyse und Titration der jeweiligen Dicarbonsiure zugeteilt wurden. Kry- 
stallisierte aus den wiBrigen Ausziigen auch beim Eindampfen auf 2—1 ccm 
beim Stehen im Kiihlschrank nichts mehr aus, so konnten im Vergleich mit 
den positiven Befunden bemerkenswerte Mengen von Dicarbonsiuren von 
8—10 C-Atomen in der Endlauge nicht mehr vorliegen. Abweichungen und 
Ergiinzungen von diesem Arbeitsschema sind unten jeweils vermerkt. 


1. Fiitterung von Fettsiureestern und Kochfett (Tab. I). 


ad Vers.1. Pelargonsiure-methylester: Aus 164 mg rohen Di- 
carbonsiiuren wurden isoliert: a) 29 mg rohe (Schmelzp. 123—129°% und 
daraus 10,6 mg analysenreine Korksiure. Gesamtausbeute an reiner Kork- 
siure etwa 50mg. 4,115 mg Subst.: 8,32 mg CO,, 2,99 mg H,0. 

C,H,,0, (174) Ber. C 55,14 H 8,10 Gef. C 55,14 H 8,13. 


b) Gesamtausbeute an reiner Acelainsiiure etwa 30 mg. 22,6 mg rohe 
(Schmelzp. 84—85°) und daraus 8,5 mg reine Acelainsiure, Schmelzp. 92 bis 
94°, Mischschmelzpunkt mit Acelainsiiure 93—94°. 4,035 mg Subst.: 8.47 mg 
CO,, 3,19 mg H,0. 
C,H,.0, (188,12) Ber. C 57,41 H857 Gef. C 57,25 -H 8,85. 

ad Vers. 4. Caprinsiure-ithylester: Aus 217 mg Rohprodukt 
wurden durch Umkrystallisieren aus Wasser erhalten: 18 mg nahezu reiner 
Sebacinsiiure (Schmelzp, 118—122°). Keine Depression mit Sebacinsiéure und 
Korksiiure. Gefunden C 58,17 statt 59,36 und H 8,87 statt 8,97. AuBerdem 
96,3 mg reine Korksiiure (gef. C 55,30 H 8,14). 
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2. Stoffwechselversuche mit Fetten (Tab. I}. 

ad Vers. 12. Fitterung von Kokosfett: Aus 587 mg roher Dj. 
carbonsiurefraktion wurden 201 mg Korksiiure (Schmelzp. 130—132°, gef, 
C 55,30 H 8,2) und 17,6 mg Sebacinsiure (Schmelzp. 121—123°, gef. C 59,03 
H 9,04) isoliert. 

ad Vers.14. Kokosfettversuch am Menschen: K. B. (30 Jahre. 
57 kg Kérpergewicht) nimmt mit gemischter Kost in 8 Tagen: (3 x 30) 
+ (2 x 30 + 20) + (2 x 30 + 20) + (2 x 30) + (40 + 30 + 20) + (50 + 30) 
+ 50 + (50 + 20) = 600 g KokosnuBfett auf. Schon am 1. Tag fiihlt sich 
K. B. schlecht. Im Harn ist von Versuchsbeginn an Aceton nachweisbar, 
Versuchsharn (4525 cem) und 2 tigige Nachperiode (1180 cem) werden aut 
650 ccm eingeengt. In den Ather gingen 3,6 g Hippursiure, 0,2 g Benzoe- 


siiure und 0,8 g braunes, in Wasser schwer- bis unldsliches Ol. In den wil. | 


rigen Ausziigen der Atherextrakte konnten keine Dicarbonsiuren nach. 
gewiesen werden. 

ad Vers.15. Kokosfettversuch am Menschen: B. Sch. (19 Jahre, 
65 kg Kérpergewicht) nimmt in 7 Tagen: (50 + 20) + @ x 30 + 20) + (30 
+ 50) + (2 x 30 + 20) + (2 x 50) + (40 + 2 x 30) + (3 x 30) = 600 g_ mit 


gemischter Kost auf. Keine Acetonurie. Am 1., 5. und 7. Versuchstage | 


Durchfall, auch mehrmals Brechreiz. Die aufgearbeitete Harnmenge der 
Haupt- und 2 tigigen Nachperiode (7590 ccm) gab 1,3 g Hippursiiure, 1,5 ¢ 
Benzoesiiure und 1,4 g braunes, wasserunlisliches Ol, aber keine Di-Siuren. 


3. Fitterung von fettsaurem Natrium (Tab. IID). 

ad Vers. 18. Caprylsiure: Aus 740 mg roher Dicarbonsiurefraktion 
werden durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Wasser im ganzen 501 mg 
reine Korksiiure (Schmelzp. 134—136°) erhalten. a) 336 mg, Schmelzp. 136 
bis 138°, b) 96 mg, Schmelzp. 188—139°, c) 54mg, Schmelzp. 134—136°, 
d) 15 mg, Schmelzp. 135—138°% Gesamtausbeute des Versuches an reiner 
Korksiure = 545 mg = 0,56°/,. 4,055 mg Subst. (Schmelzp. 138°): 8,20 mg CO,, 
3,01 mg H,0. 
C.H,,0, (174,11) Ber. C 55,14 H 8,10 Gef. C 55,14 H 8,30. 

Aquiv.-Gew.: 6,191 mg Subst. verbrauchten 4,940 cem n/70-NaOH. 
Ber. 87,05, gef. 87,7. 


ad Vers. 19. Pelargonsiure. 200mg roher Di-Siure gaben nach 
Umkrystallisieren aus Wasser 112,6 mg reine Acelainsiure, Schmelzp. 101°. 
Gesamtausbeute des Versuches an reiner Acelainsiiure: 124mg = 0,124”). 
4,15 mg Subst. mit Schmelzp. 101—104° gaben 8,70 mg CO,, 3,16 mg H,0. 
C,H,,0, (188,12) Ber. C 57,42 H 8,55 Gef. C 57,18 H 8,52. 


ad Vers. 24, Palmitinsiiure. Aus dem Kot konnten 7,92 g reine 
Palmitinsiiure isoliert werden. Von der verabreichten Menge wurden dem- 
nach 92,08°), resorbiert. 

ad Vers. 25. Stearinsiure: Aus dem Kot konnten 48 g = 32°/, der 
Stearinsiure unverindert und rein durch Ausithern und Vakuumdestillation 
isoliert werden. Resorbiert wurden daher 68 °/,. 


4, Fiitterung von Fettsiureestern (Tab. IV). 
ad Vers. 28. Caprylsiure-methylester: 528 mg rohe Di-Saureu 
gaben 246 mg Korksiiure (Schmelzp. 129—-133°) und etwa 180 mg Hippur- 
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siure. In einer 2. Fraktion fanden sich 25 mg Oxalsiiure (wasserfrei), 
Schmelzp. 185°, aus HCl umkrystallisiert zur Analyse (Schmelzp. 100°). 
2.833 mg Subst. gaben 2,01 mg CO,, 1,28 mg H,O. Analyse der Korksiure: 
4,485 mg Subst.: 9,01 mg CO,, 3,15 mg H,0. 


C,H,O, (126,04) Ber. C 19,04 H 4,79 Gef. © 19,85 H 5,05. 
C,H, (174,1) ” 55,14 8,10 55,40 7,95. 


ad Vers. 29. Caprylsiiure-ithylester: Aus 1,1 g roher Di-Siure 
wurden 330 mg Korksiure erhalten, Schmelzp. 140—41° 3,970 mg Subst. 
gaben 8,01 mg CO,, 2,90 mg H,O. Gef. C 55,01, H 8,17°/,. Daneben wurden 
12,7mg Ca-oxalat isoliert. Davon verbrauchten 5,79 mg 8,7 ccm 0,01/n-KMnQ,. 
Ber. fiir C,0,Ca (128) 9,0 ccm. 


ad Vers. 30. Pelargonsiure-methylester: 46 mg Rohprodukt, 
Schmelzp. 101—103° wurden aus Benzol umkrystallisiert: Schmelzp. 103°. — 
4,072 mg Subst. gaben 8,56 mg CO,, 3,09 mg H,0. 
C,H,,O, (188,125) Ber. © 57,42 H855 Gef. C 57,33 H 8,49. 
5,87 mg Subst. verbrauchten 6,30 cem 0,01 n-NaOH. 
Aquiv.-Gew.: ber. 94, gef. 93,2. 


ad Vers. 31. Pelargonsiure-iithylester: Aus 231 mg rohen Di- 
siuren wurden erhalten: 100 mg reine Hippursiure und 53 mg reine 
Acelainsiiure, Schmelzp. 102°. — 4,118 mg Subst.: 8,65 mg CO,, 3,12 mg H,0O. 
Gef. C 57,29 und H 8,48. 


ad Vers. 32. Caprinsiiure-methylester: Aus 130 mg rohen Di- 
carbonsiuren wurden durch Umkrystallisieren aus Wasser erhalten: 12 mg 
analysenreine, im ganzen etwa 20 mg reine Sebacinsiure. — 4,02 mg Subst. 
gaben 8,75 mg CO, und 3,21 mg H,0. 

C,,H,,0, (202,14) Ber. C 59,37 H8,97 Gef. C 59,36 H 8,94. 


Aus den Endlaugen krystallisierten 30 mg Oxalsiiure rein aus. — 
1,348 mg verbrauchten 2,21 ccm 0,0in-KMnQ,. Ber. (C,H,O, + 2H,0): 
2,15 ccm. 

5. Fiitterungsversuche mit Sebacinsiure*). 


Vers. 40. Hund Birli (9,03 kg), 4 Monate alt, erhalt analysenreine 
Sebacinsiure als Natriumsalz in das iibliche Futter aus Reis und magerem 
Pferdefleisch, in 11 Tagen: (2 x 2,5) + (2 x 5) +5+8 x (2 x 5) = 100g, 
pro kg Kérpergewicht und Tag 1,0 g Sebacinsiiure. Versuchsharn a) (6900 cem 
von 11 Tagen) und Nachperiode b) von 7 Tagen, gesamte Harnmenge von 
10890 cem wurden getrennt, wie iiblich aufgearbeitet. Ausbeute an rohen 
Dicarbonsiiuren von a) 51,6 g, von b) 2,5 g und aus Spiilwasser 0,8 g, im 
ganzen 55 g = 55°/, der verfiitterten Sebacinsiure. — Im Kot konnte keine 
Sebacinsiiure gefunden werden. — Die Rohprodukte wurden im einzelnen 
fraktioniert aus Wasser umkrystallisiert; dabei wurden erhalten: 1. 37°/, un- 
verinderte Sebacinsiiure, Schmelzp.125—127°, keine Depression mit Sebacin- 
siure, wohl aber mit Korksiiure. — 3,934 mg Subst. gaben 8,54 mg CO,, 
3,2 mg H,0. 

C,,H,.0, (202,14) Ber. C 59,37 H8,97 Gef. © 59,21 H 9,1. 


*) Mitbearbeitet von cand. med. Frl. M. Andreae. 


Di- 
gef. 
9,038 
30) | 
- 30) | 
sich 
bar, 
auf 
Z0e- | 
vib. | 
ach- 
hre, 
(30 
mit 7 
age | | 
der 
9g | 
ren. | 
tion | 
mg 
136 
36°, 
ner 
| : 
30. 
)H. 
ach 
0/ | 
20. 
2. 
ine 
m- | 
ler | 
on 
en | 


939 8B. Flaschentriger und K. Bernhard, Biologischer Abbau usw, 


2. 6g Korksiure = 7°/, der verfiitterten Sebacinsiiure, Schmelzp. 134 
bis 137°. — 4,00 mg Subst. gaben 8.15 mg CO, und 2,77 mg H,O. 


C.H,,0, (174) Ber. C 55,14 4H 8,1 Gef. C 55,52. H 17,74. 
8. 1,75 g Adipinsiiure = 2,42°/,, Schmelzp. 134—-143°, keine Depression 


mit Adipinsiiure, starke mit Korksiiure. — 4,015 mg Subst. gaben 7,27 mg CO, 
und 2,54 mg H,O. 
C;H,,0, (146,07) Ber. C 49,29 H 6,89 Gef. C 49,388 H 7,08 
Vers. 41. Dem gleichen Hund Birli (10 kg) wurden, nach einer Pause 
von 14 Tagen, neuerdings im ganzen 25 g Sebacinsiiure, 2mal im Tage jc 
0,5 g oder 0,1 g pro kg Kérpergewicht und Tag unter gleichen Bedingungen 
wie vorher in Vers. 40 verfiittert. Fiitterungsdaner 25 Tage, Nachperiode 
4 Tage. Im Harn (19500 cem) fanden wir 7,6 g rohe Dicarbonsiuren = 30,4° 
der verabreichten Menge. Die AunbeReng des Rohproduktes lieferte 4 4,2 ¢ 
reine unveriinderte Sebacinsiiure = 17°), und 1,2 g = 5,5°/, reine Korksiiure. 
sowie 0,8 g reine Adipinsiiure = 4,0°/, der verfiitterten Sebacinsiure. 
Weitere Versuche mit Dicarbonsiiuren und Halbestern sind im Gang. 


Wir danken Friulein P. Lambelet und M. Dodel fiir ihre zuverliissig: 
und geschickte Mitarbeit bei obigen Versuchen. 


Zusammenfassung. 


1. Kokosfett und Kochfett, das zu 80°/, Kokosfett und 20°), 
Butterschmalz enthalt, geben an Hunde verfiittert geringe Mengen 
von Sebacinsiure und Korksiure. Bei Fiitterungsversuchen von 
Fetten und Fettsiureestern ist der Gehalt an mittleren Fettsiuren 
(C,, C,, C,,) des Vehikelfettes zu beriicksichtigen. 

2. Von den fettsauren Salzen mit der ‘C- Atomzahl 6, 7, &, 
9, 10, 11, 12, 14, 16, 18 geben beim Hund lediglich Capryl-, 
Pelargon- und Caprinsiiure geringe Mengen Dicarbonsiuren. 
Analog verhalten sich Fettsiuremethyl- und -ithylester. 

3. Sebacinsiure und andere Dicarbonsiiuren gehen, auch in 
sehr kleiner Menge verabreicht, zum grofen Teil unveriindert, zum 
Teil 6-oxydiert in den Harn iiber. 

Kine Deutung der obigen experimentellen Befunde wird versucht. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. IX. 


Die Co-Dehydrasen: Co-Zymase und ,,Co-Dehydrase II“. 
Co-Zymase als Wasserstoffiibertrager. 
Von 


H. v. Euler und E. Adler. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1935.) 


Das Studium der biologischen Oxydationsvorgiinge hat in den 
letzten Jahren zu einer vertieften Kenntnis ihres feineren Mecha- 
nismus gefiihrt. Die beiden Hauptgrundlagen zu dieser Kenntnis 
hilden auf der einen Seite die Vorstellungen iiber die Art und 
Weise, wie der molekulare Sauerstoff an die Substrate heran- 
gefiihrt wird und auf der anderen Seite die Auffassungen iiber 
die Ablésung des Substratwasserstofis und dessen Transport zu 
dem aktivierten Sauerstofi. Die erstere dieser beiden Reaktions- 
ketten, die in der Hintereinanderschaltung mehrerer Oxydations- 
katalysatoren vom Hiimtypus besteht (Warburg, Keilin), soll 
im folgenden nicht weiter beriihrt werden. Dagegen wollen wir 
die Ergebnisse, die unsere Untersuchungen iiber die Ablésung 
und den Transport des Wasserstoffs zum Wasserstoffacceptor 
gezeitigt haben, einer zusammenfassenden Betrachtung unterziehen. 

Das Dehydrierungssubstrat (der Wasserstofidonator) wird 
enzymatisch durch die ,,Vehydrasen“ angegrifien, iiber deren 
Kigenschaften wir vor allem durch die klassischen Untersuchungen 
von H. Wieland und T. Thunberg unterrichtet sind. Eine 
nihere Analyse der Dehydrasewirkung ist jedoch erst médglich 
gseworden, nachdem man gefunden hat, daf fiir das Zustande- 
kommen der Debydrierung in zahlreichen Fallen ein Zusammen- 
wirken mehrerer Komponenten erforderlich ist. Zunichst hat es 
sich gezeigt, dab viele Dehydrasen aktiviert werden durch das 
Kingreifen einer niedermolekularen Komponente, einer Co-De- 
hydrase, und in neuerer Zeit ist das Flavinenzym (Warburgs 
und Christians ,,Gelbes Ferment“) als ein zweiter hochmole- 
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kularer thermolabiler Bestandteil einer Reihe von Dehydrierungs- | 


systemen erkannt worden. 


I. Das Flavinenzym als Komponente von Dehydrasesystemen. 


Warburg und Christian’) haben im Flavinenzym (,,gelbem 
Ferment“) einen schwermetallfreien Wasserstoffiibertriger ge. 


funden, der die Oxydation von Robisonester katalysiert in einem | 


System, dem aufer dem ,gelben Ferment“ noch ein ungefiirbtes 


Knzym (,,Zwischenferment“) und ein Co-Enzym (,Atmungs- | 
coferment* aus Blutzellen) zugehérten. Durch darauffolgende | 
Untersuchungen aus diesem Institut, sowie von Wagner-Jauregg | 
und Mitarb. wurde festgestellt, daB folgende isolierte Dehydrase- | 


systeme der Mitwirkung von Flavinenzym bediirfen: 


Substrat des 
Autoren Herkunft der Dehydrase | 

Warburg u. Christian’) Robisonester Hefe 
Wagner-Jauregg*). .... Neubergester Muskel 
Euler u. Adler’) ..... Alkohol Hefe 
Adler u. Euler‘) ..... Glucose Leber 
Wagner-Jauregg”®) . . . . Apfelsiiure Muskel 
Wagner-Jauregg*®). .. .. Milchsiure 
Wagner-Jauregg®). .... Citronensiiure | Muskel u. Pflanzensamen 

Euler u. Adler’), Hexosediphos- Hef, 
Hahn *), Wagner-Jauregg ”) phorsiiure 
Wagner-Jauregg**) . . . desgl. Muskel 


Ein Teil dieser Dehydrasesysteme wurde neuerdings auch 
von F. J. Ogston und D. E. Green®) untersucht und ihre Akti- 
vierung durch Flavinenzym wurde bestiitigt. Diese Autoren 
halten allerdings die im isolierten System verwirklichte Funktion 
des Flavinenzyms als Wasserstoffiibertriger gegeniiber Sauerstofi 
als Acceptor fir kiinstlich und unbiologisch; aus Versuchen an 
Hefe schlieBen sie, da8 an der Oxydation auch solcher Substrate, 
die im isolierten Enzymsystem durch Flavinenzymkatalyse oxydiert 
werden, in der lebenden Hefezelle das Flavinenzym nicht beteiligt 


') Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
*) Wagner-Jauregg, Moller u. Rauen, Diese Z. 231, 55 (1935). 
3) Diese Z. 226, 195 (1934). *) Diese Z. 232, 6 (1935). 


5) Wagner-Jauregg, Rauen u. Moller, Diese Z. 228, 273 (1934). 
*) Wagner-Jauregg u. Rauen, Diese Z. 233, 215 (1935). 

‘) Diese Z. 235, 122 (1935). 

*) Hahn, Niemer u. Freytag, Z. Biol. 96, 453 (1935). 

*) Biochemic. J. 29, 1983 (1935). 
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sel. Auf diese Auffassung werden wir noch weiter unten zuriick- 
kommen. 

Es steht fest, daB es eine zweite Gruppe von Dehydrierungs- 
yorgingen gibt, fiir welche das Flavinenzym vollig entbehrlich ist 
und die durch Flavinenzym auch nicht aktiviert werden. Zu diesen 
Systemen gehort die Milchsiuredehydrase der Hefe [Hahn, Niemer 
und Freytag’); Adler und Michaelis!’)] und der Colibakterien 
‘Wagner-Jauregg und Méller’™)], sowie die Bernsteinsiure- 
dehydrase des Muskels [Ogston und Green’)] und die Xanthin- 
oxydase der Milch [Green und Dixon’), Ogston und Green’)]. 

Die Dehydrasesysteme der ersten Gruppe sind dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie eine meBbare Dehydrierung des Substrates 
nur bei Gegenwart siimtlicher Komponenten (Dehydrase, Co- 
Dehydrase, Flavinenzym, Acceptor) vollbringen, mit andern Worten: 
das Flavinenzym ist ein notwendiger Bestandteil des Systems und 
nicht etwa nur ein die Reaktionsgeschwindigkeit erhéhender 
Aktivator. Es ist deshalb falsch, seine Funktion etwa der des 
Methylenblaus gleichzusetzen; das Methylenblau ist Wasserstoff- 
acceptor fiir das Leukoflavinenzym und kann ebensogut durch 
Sauerstoff ersetzt werden. In solchen Fallen, wo die Acceptor- 
eigenschaft des Sauerstoffs nicht in Erscheinung tritt, wie bei der 
Apfelsiiuredehydrase und der Hexosemonophosphatdehydrase aus 
Muskel diirfte die von Wagner-Jauregg, Méller und Rauen?) 
herangezogene Erklirung einer Hemmung der Autoxydation des 
Leukoflavinenzyms wahrscheinlich das Richtige treffen, und wir 
halten es fiir sehr wohl denkbar, daB einer solchen Hemmung 
eine biologische Bedeutung zukommen kénnte. Vielleicht liegt 
hier ein Mechanismus vor, der das Leukoflavinenzym in der Zelle 
vor der Oxydation schiitzt, wenn der Wasserstoff, mit dem es aus 
dem Dehydrierungsvorgang beladen worden ist, anaerob weiter- 
geleitet werden soll. Es wire zu priifen, ob an der Hemmung 
der Autoxydation des Leukoflavinenzyms etwa eisenhaltige Kataly- 
satoren beteiligt sind. Wir fanden, daB auch die Apfelsiiure- und 
Milchsd’uredehydrase aus Herzmuskel (vgl. die folgende Mitteilung) 
nicht imstande sind, Sauerstoff als Acceptor zu verwerten; Zusatz 
von KCN blieb ohne Einflu8. Es soll aber darauf hingewiesen 
werden, daB nicht etwa alle Flavinenzymsysteme des Tierkérpers 
gegen O, wirkungslos sind, denn fiir die Glucosedehydrase der 
Leber ist ja das Reaktionsvermégen mit O, gezeigt worden‘). 


10) Z. Biol. 96, 253 (1935). 11) Diese Z. 230, 154 (1935). 
12) Diese Z. 236, 216 (1935). 13) Biochemic. J. 28, 237 (1934). 
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II. Die Co-Dehydrasen. 


Die ilteren Befunde iiber die Notwendigkeit der Co-Zymase 
bei Dismutationen und Dehydrierungen (Euler und Nilsson, 
Myrbick, Holmberg, Andersson) sind erst kiirzlich in einer 
Abhandlung von K. Myrbiack") in dieser Zeitschrift zusammen. 
gestellt worden und es eriibrigt sich daher, sie noch einmal auf- 
zuzihlen. Die Anwendung von Begriffen wie ,,Dehydrierungs- 
aktivator“, ,,Co-Dehydrase“, ,Co-Redoxase“ fiir die Co-Zymase, 
den Aktivator der alkoholischen Girung, war auf Grund der 
zahlreichen Befunde jedenfalls wohl berechtigt, aber es muBte das 
weitere Ziel der Forschung sein, die wirkliche Funktion der Co- 
Zymase und ihre Hinordnung in das Dehydrasesystem kennen- 
zulernen. 

Rein formell ergab sich bald ein Anhaltspunkt in der Er- 
scheinung, daB offenbar die Co-Zymase gerade in solchen De- 
hydrasesystemen wirksam war, bei denen auch eine Beteiligung 
von Flavinenzym nachweisbar war. Das gemeinsame Wirken 
von Flavinenzym und Co-Zymase legte die Vermutung nahe, 
daB auch eine funktionelle Beziehung der Co-Zymase eben 
mit dem Flavinenzym, nicht mit der Dehydrase, bestehe. In 
einer Untersuchung iiber das Verhalten von Dehydrasesystemen 
mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor und unter dem Einflub 
von Licht konnten wir aber zeigen, daB die Co-Zymase funktionell 
mit der Dehydrase verkniipft In solchen belichteten 
Systemen war nimlich Flavinenzym vollstiindig entbehrlich, 
wihrend ohne Co-Zymase eine Reduktion des lichtaktivierten 
Methylenblaus nicht erfolgte. 

Uber die Art und Weise der Verkniipfung von Dehydrase 
und Co-Zymase diskutierten wir die aus vielen biologischen 
Analogiefiallen hergeleitete und von Euler!*) auf breiterer Basis 
erwogene Méglichkeit, daB der als ,,.Dehydrase“ bezeichnete 
hochmolekulare Bestandteil des Systems nichts anderes sei als 
der Traiger der Co-Zymase, so daB letztere zur prostheti- 
schen Gruppe des Enzymmolekiils DCo wird, wenn D den hoch- 
molekularen Traiger und Co die Co-Zymase bedeuten!’), Eine 


14) Diese Z. 233, 95 (1935) u. zw. S. 116. 

15) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 232, 10 (1935). 

16) H. vy. Euler, Arkiv f. Kemi 11 A, Nr. 12 (1934); Nord. Med. Tidskr. 
8, 1696 (1934); Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 11 (1935). 

1”) H.v. Euler, E. Adler, F.Schlenk u. G. Giinther, Diese Z. 233, 
120 (1935). 
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ihnliche Vorstellung wurde gleichzeitig auch von K. Myrbick?) 
in Betracht gezogen. 

Fiir eine solche Auffassung gab es allerdings noch keine 
pindeutigen experimentellen Beweise. H. Theorell}*) hatte aus 
Kataphoreseversuchen keinen Anhaltspunkt finden kénnen; unsere 
Versuche?*), durch Vergleich der Dialysiergeschwindigkeit von 
rereinigter Co-Zymase mit derjenigen von Co-Zymase in Hefe- 


hutolysaten und Dehydraselésungen wiesen zwar deutlich auf die 
’PMéglichkeit hin, daB die Co-Zymase in den letzteren Lésungen 


in Form von dissoziierbaren Co-Enzym-Trigerkomplexen vorliege, 
aber es war nicht ausgeschlossen, dab die Dialysiergeschwindig- 
keit der Co-Zymase in solchen Lésungen auch noch durch andere 


 Faktoren (etwa adsorptiver Art) beeinfluBt worden war. 


Die eben erschienene Arbeit von E. Negelein und EK. Haas”) 
bringt nun einen Beweis fiir die Existenz einer Bindung zwischen 
dem als ,Zwischenferment“ bezeichneten Trager und dem als 
Vo-Dehydrase fungierenden ,,Co-Ferment aus roten Blutkérper- 
chen“; damit ist die friiher von uns ausgesprochene Vorstellung 
bestatigt, denn wie aus dem folgenden hervorgehen wird, lassen 
ich Co-Zymase und das Co-Ferment der roten Blutzellen prin- 
zipiell direkt miteinander vergleichen. ‘Trotzdem wird auch fiir 
den Fall derjenigen Dehydrasen, die mit Co-Zymase als prosthe- 
tischer Gruppe fungieren, die reversible Bindung DCo ~* D-+ Co 
noch experimentell gezeigt werden miissen. 


Co-Zymase und ,,Co-Dehydrase II“. 


In einer Reihe von Fallen, wo Co-Dehydrasepriparate aus 
dem gleichen biologischen Material hergestellt waren, dem auch 
die zugehérige Dehydrase entstammte, ist gezeigt worden, dab 
jenes Co-Dehydrasepriiparat Co-Zymase enthilt und dab die 
Aktivatorwirkung des Priparates im betreffenden Dehydrase- 
system mit seiner girungsaktivierenden Wirkung parallel ging. 
Solche Beweise der Identitit des Dehydrierungsaktivators mit 
Co-Zymase wurden erbracht von B. Andersson?}) 1. fiir das die 
Milchsiuredehydrierung aktivierende Co-Fermentpriparat aus Herz- 
muskel [Banga, Szent-Gyérgyi und Vargha”)], fiir welches 
Banga und Szent-Gyérgyi***) die Identitiit mit Co-Zymase 


18) Biochem. Z. 273, 33 421 (1934). 

1) H. v.Euler u. E. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr.5 (1935). 
20) Biochem. Z. 282, 206 (1935). 21) Diese Z. 228, 57 (1934). 

22) Diese Z. 210, 228 (1932). #28) Diese Z. 217, 39 (1933). 
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schon wahrscheinlich gemacht hatten, und 2. fiir das die Glucose. 
dehydrierung aktivierende Co-Fermentpriparat aus Leber nach 
D. Harrison*’) Auf das letztere System werden wir weiter 
unten noch zuriickkommen. J. Yudkin*4) konnte fernerhin fest. 
stellen, da sein Co-Fermentpriiparat aus Colibakterien, welches 


fiir die Glucosedehydrierung durch Coli-Enzym erforderlich ist,j 


ebenfalls Co-Zymase enthilt, und derselbe Autor fiihrte auch die 
Wirksamkeit des von Warburg und Christian aus Pferdeblut. 
zellen gewonnenen rohen Co-Fermentpriiparates auf dessen Gehalt 
an Co-Zymase zuriick. Aber auch diese Annahme wird noch 
einer besonderen Diskussion unterzogen werden miissen. 

Der Fragenkomplex der Co-Dehydrasen erfuhr eine Er. 
weiterung durch den Befund von Warburg und Christian, daf 
das gereinigte Co-Ferment aus Pferdeblutkérperchen zwar fiir das 
System der Dehydrierung von Robisonester notwendig war, die 
alkoholische Giirung mit dialysiertem lLebedewsaft oder aus. 
gewaschener Trockenunterhefe jedoch nicht zu aktivieren ver. 
mochte*>), Dieses Blutzellen-Co-Ferment konnte also 
nicht identisch sein mit Co-Zymase. Andererseits ergal 
unser eingehender Vergleich des Llutzellen-Co-Fermentes mit der 
Co-Zymase am System der Alkoholdehydrase aus Hefe, daB in 
diesem System nur Co-Zymase wirksam war und nicht durch da: 
Warburgsche Co-Ferment ersetzt werden konnte!’), Die Ver- 
schiedenheit von Co-Zymase und Blutzellen-Co-Ferment war da- 
durch weiter gefestigt worden. 

In diesem Stadium der Untersuchungen hatten wir Co-Zymase- 
priparate zur Verfiigung, die zwar eine hohe Girungs- und De- 
hydrierungsaktivitiit besaBen, aber nicht als chemisch einheitlich 
angesehen werden konnten. Es war daher immer damit 21 
rechnen, daB bei weiterer Reinigung eine Verschiebung in der 
Wirksamkeit der Co-Zymasepriiparate eintreten konnte. Dies war 
auch der Fall beziiglich der Funktion der Priiparate im System 
der Robisonesterdehydrierung mit Hefedehydrase (,,Zwischen- 
ferment“) und Flavinenzym. Wihrend alle nach der von Myr- 
bick und Larsson**) beschriebenen Methode dargestellten Co- 
Zymasepriiparate die Robisonesterdehydrierung aktivierten unt 
das Verhiltnis zwischen giirungsaktivierender Wirkung und der 
Wirkung im Robisonestersystem bei verschiedenen Priiparaten 


23) Biochemie. J. 27, 382 (1933). *4) Biochemic. J. 28, 1463 (1934). 
*5) Biochem. Z. 274, 112 (1934). 


6) Diese Z. 225, 131 (1934). 
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annihernd konstant war, zeigten Co-Zymaseprdparale, die nach 
einer modifizierten Methode [Myrbiick und Ortenblad?’)] her- 
gestellt waren, keine Co-Dehydrasewirkung mehr im Robisonester- 
system. Die Wirkung der Co-Zymase im System der Alkohol- 
dehydrase war jedoch voll erhalten. 

Die weitere Entwicklung der Co-Enzymfrage ist dann wesent- 
lich geférdert worden durch die Isolierungsarbeiten, die in diesem 
Institut von Albers und Schlenk **) an der Co-Zymase aus- 
gefiihrt wurden und die zu Priparaten mit einem bis dahin 
nicht erreichten Wirkungsgrad und konstanter analytischer Zu- 
sammensetzung fiihrten. 

Ks zeigte sich nimlich, daB Priparate, die aus der vorletzten 
Stufe des Reinigungsganges entnommen waren (durchschnittlicher 
ACo-Wert = 100000), immer sowohl die Dehydrierung des Robison- 
esters wie die des Alkohols aktivierten, daB aber durch den letzten 
Schritt der Reimigung die Co-Dehydrasewirkung im Robisonester- 
system verloren ging. Die reinen Co-Zymasepriiparate fungieren 
nur noch als Aktivator der Alkoholdehydrierung. 


In der letzten Mitteilung dieser Untersuchungsreihe**) war der hier 
veschilderte Sachverhalt durch eine Nebenerscheinung nicht deutlich ge- 
worden. Es schien nimlich, als ob die spezifische Wirkung unreiner und 
reiner Co-Zymasepriparate von der Qualitét der betretfenden Enzymlésung 
beeinfluBt wiire. Zwar war es ganz deutlich, daB reine Co-Zymaselésungen 
bei Anwendung dialysierter Enzymlésungen aus Hefe im Robisonestersystem 
ohne Wirkung waren, aber es schien, daB sie rohe, nicht dialysierte Enzym- 
lésungen auch zum Angriff des Robisonesters befiihigen kénnen. Diesen 
letzteren Befund haben wir mit mehreren neuen Enzympriiparationen nicht 
bestitigen kénnen, und wir wollen deshalb auf den einmaligen friiheren 
Befund kein besonderes Gewicht legen. 


Wir kommen also zu dem SchluB, daB in Hefe zwei von- 
einander verschiedene Co-Dehydrasen enthalten sind. Die 
eine von ihnen, die Co-Zymase, ist die notwendige Komponente 
des Systems der Alkoholdehydrase aus Hefe; sie ist unwirksam 
im System der Robisonesterdehydrierung. Die zweite Co-Dehydrase 
(in der VIII. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe als_,,zweiter 
Aktivator“ bezeichnet) ist die notwendige Komponente im System 


27) Diese Z. 233, 148 (1935). 

28) Euler, Albers, Schlenk u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi 12B, Nr. 4 (1935); Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 234, I 
(1935); 237, I (1935). 

% H.v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935). 
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der Robisonesterdehydrierung; sie ist nicht aktiv im System der 
Alkoholdehydrierung. 

Ww schlagen fiir dieses zweite Co-Enzym die Bezeichnuny 
»»Vo-Dehydrase II** vor. 


Trennung von Co-Zymase und Co-Dehydrase II 
durch Adsorptionsanalyse. 


Ks war fiir die Charakterisierung der Co-Dehydrase II und 
ihre weitere Abgrenzung gegen Co-Zymase wichtig, sie anzureichern 
und womdglich von Co-Zymase frei zu erhalten. Das gleichartige 
Verhalten der beiden Aktivatoren bei der Reinigung der Co-Zymase- 
priparate lieB allerdings vermuten, da’ eine nahe chemische 
Verwandtschaft vorliegt. Wir zogen deshalb zur Trennung der 
beiden Substanzen aus ihren Gemischen die Methode der chro- 
matographischen Analyse (I'swett, Winterstein) heran, 
die sich in vielen Fallen zur priparativen Scheidung chemisch 
nahe verwandter Stoffe bewahrt hat. ‘Tatsichlich gelang durch 
Adsorption der wiBrigen Liésungen der Gemische auf eine Siiule 
von Aluminiumoxyd und Entwickeln des ,,Chromatogramms“ mit 
Wasser eine praktisch vollstindige Trennung der beiden Co-De- 
hydrasen*°), Die Analyse der Adsorbate war freilich erschwert 
einmal schon deswegen, weil es sich um ungefarbte Substanzen 
handelt und ferner dadurch, da8B infolge der Gegenwart fluores- 
zierender Verunreinigungen auch eine Beurteilung der Schichtung 
durch Beobachtung im UV-Licht (Ultrachromatographie nach 
Karrer sowie Winterstein) nicht méglich war. Wir waren des- 
halb darauf angewiesen, die Adsorptionssiiule ohne besondere 
Anhaltspunkte aufzuteilen und die einzelnen Schichten sowie 
Filtrat und Waschwasser auf ihre Wirkung in verschiedenen Priif- 
systemen zu untersuchen. Als Priifsysteme dienten 

1. das System der Robisonesterdehydrierung, 

2. das System der Alkoholdehydrierung, 

3. das System der alkoholischen Girung. 


Im Versuchsteil dieser Arbeit ist die Zusammensetzung dieser 
Systeme genauer angegeben. 

Ging man von einem Co-Zymasepriiparat aus, das in allen 
3 Systemen wirksam war, so zeigte sich nach Ausfiihrung der 
Adsorptionsanalyse folgendes: 


°°) Vorliufige Mitteilung dieser Ergebnisse vgl. H. v. Euler u. E. Adler, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B. Nr, 12; 1935. 
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Die obersten Schichten des Chromatogramms waren wirksam 
im System der Robisonesterdehydrierung, unwirksam in den beiden 
ibrigen Systemen. 

Der untere Teil der Siule war unwirksam in allen 3 Systemen, 

Das Filtrat war unwirksam im System der Robisonester- 
dehydrierung, schwach oder gar nicht wirksam in den beiden 
ibrigen Systemen. 

Das Waschwasser war inaktiv bei der Priifung im System 
der Robisonesterdehydrierung, aber stark wirksam sowohl als 
Vo-Dehydrase der Alkoholdehydrierung wie als Giarungsaktivator. 

Die chromatographische Analyse hat also eine effektive 
Trennung der beiden Aktivatoren bewerkstelligt. Co-Dehydrase II 
wurde an der obersten Zone der Sdule festgehalten, die Co-Zymase 
war ber der ,,Entwicklung*t in das Waschwasser gegangen. 


Co-Dehydrase II und ,Co-Ferment aus Pferdeblutzellen“. 


Aus den voranstehend geschilderten Ergebnissen ergibt sich 
ohne weiteres die Analogie in den Wirkungen der Co-Dehydrase II 
aus Hefe und des von Warburg und Christian aus Blutzellen 
isolierten Co-Ferments. Sowohl die Co-Dehydrase II wie das Blut- 
zellen-Co-Ferment aktivieren die Robisonesterdehydrase, vermégen 
aber nicht das Enzymsystem der Alkoholdehydrierung sowie das 
der alkoholischen Girung zu ergiinzen. Der Verdacht liegt nahe, 
daB beide Co-Fermente identisch sind. Von O. Warburg und 
W. Christian?5) wurde ja schon auf die weite Verbreitung des 
Co-Fermentes hingewiesen und in der jiingsten Arbeit von 
Warburg, Christian und Griese*) wird sogar mitgeteilt, dab 
das wasserstoffiibertragende Co-Ferment aus Hefe sicher identisch 
ist mit dem Co-Ferment aus roten Blutzellen“. Vgl. hierzu S. 242. 

Tatsichlich geht auch nach unseren Versuchen die Gleich- 
artigkeit der beiden Co-Fermente so weit, daB an ihrer Identitit 
kaum zu zweifeln ist. Wir haben das nach Warburg und 
Christian?) dargestellte Co-Ferment (,,L6sung B“) der chromato- 
graphischen Analyse unterworfen und gefunden, daB die Co-Dehydrase 
der Robisonesterdehydrierung genau wie die Co-Dehydrase II aus 
Hefe in der obersten Zone der Saule festgehalten wird; die in 
der ,,.Lésung B“ stets enthaltenen Anteile von Co-Zymase, die 
wir schon friher nachgewiesen hatten!"), waren auch in diesem 
Fall durch die Siaule durchgewandert und im Waschwasser 


wiederzufinden. 
51) Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
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Auch das Verhalten von Co-Dehydrase II und Blutzellen. 
Co-Ferment bei der Elution von den Aluminiumoxyd-Adsorbaten 
ist vdéllig analog: in beiden Fillen gelingt die Ablisung des 
Co-Fermentes quantitativ durch Einwirkung von verdiinntey 
KH, PO,-Lésungen, am besten in der Wirme. Zu all diesen iiber. 
einstimmenden Befunden gesellen sich schlieBlich noch analoge Wir- 
kungen gegeniiber verschiedenen Dehydrasesystemen, wie aus dem 
folgenden hervorgeht. 

Es spricht also bisher alles dafiir, dab in dem Blutzellen. 
Co-Ferment von Warburg und Christian und in der von 
uns aufgefundenen Co-Dehydrase II aus Hefe wirkungsgleiche 
Substanzen vorliegen; wir nehmen an, daB die beiden Stoffe 
miteinander identisch sind. 


Zur Nomenklatur sei folgendes bemerkt: O. Warburg hat fiir sein 
Co-Ferment aus roten Pferdeblutzellen neuerdings*!) die Benennung ,,das 
wasserstoffiibertragende Co-Ferment“ angewandt und scheint diese Bezeich- 
nung auf Grund der von ihm hervorgehobenen Verbreitung des Co-Ferments 
auch auf das gleiche Co-Ferment aus anderen biologischen Materialien an- 
wenden zu wollen, u. a. auch auf das gleichartig wirksame Co-Ferment 
aus Hefe. Nachdem einstweilen aber gezeigt worden ist, daB auch die 
Co-Zymase ein wasserstoffiibertragendes Co-Ferment ist (vgl. 
unten), scheint es nicht méglich, die vom Entdecker gewihlte Bezeichnung 
aufrechtzuerhalten. Es erscheint uns deswegen am einfachsten, die von uns 
vorgeschlagene Benennung ,,Co-Dehydrase II“ fiir das von der 
Co-Zymase verschiedene Co-Ferment der Wasserstoffiiber- 
tragung beizubehalten. 

Was die dehydrierenden Enzyme selbst betrifft, so hat sich der 
Ausdruck ,,Dehydrasen“ (in der angelsichsischen Literatur ,,Dehydro- 
genasen“) sehr verbreitet. Nach dem gegenwiirtigen Stand der Kenntnisse 
wire es aber logisch, den Begriff ,,Dehydrase“ nur auf das eigentliche 
wirksame Enzymmolekiil, nimlich die Verbindung zwischen hochmolekularer 
Trigerkomponente und zugehériger Co-Dehydrase anzuwenden; auch Nege- 
lein und Haas”) heben hervor, daB die Anwendung der Bezeichnung 
»Dehydrase“ bzw. ,,Dehydrogenase“ auf die Triigerkomponente, in diesem 
speziellen Fall auf das ,,Zwischenferment“, nicht sinngemiB sei. In den 
vorliegenden Arbeiten haben wir die Bezeichnung ,,Dehydrase“ im Alteren 
Sinne noch beibehalten; wir méchten aber zur Diskussion stellen, ob nicht 
durch die Kinfiihrung eines besonderen Begriffes fiir den Triger eine Uber- 
einstimmung bei allen beteiligten Forschern erzielt werden kénnte. In Uber- 
einstimmung mit einem von H. Albers uns gemachten Vorschlag méchten 
wir die Einfiihrung der Bezeichnung ,,Apodehydrase“ anregen. In diesem 
Sinne wiirde die ,,Apodehydrase“ durch die ,,Co-Dehydrase“ zum wirksamen 
Enzym, der ,,Dehydrase“ oder deutlicher der ,,Holodehydrase“, ergiinzt 


den. 
III. Co-Enzymspezifitat der Dehydrasen. 
Die Auffindung einer zweiten Co-Dehydrase neben der Co-Zy- 
mase in Hefe und die Feststellung, daB die beiden Co-Dehydrasen 


in Ce 
verges 
Myrb 
Aufga 
Vo-Zy 
ynd d 
runge: 
Co-De 
muBte 
Aufga 
drase} 


I 
enzyn 
durch 
beidet 
verscl 
nunm 
ihre 
vermo 
mat a 
Ansel 
dehy¢ 
der 
dem ' 
dehy¢ 
Aktiv 
konnt 
Wirk 
mit | 
mit 1 
mase 
heite: 
der ] 


dere! 
solch 
die M 
der | 


— 
j 
q 
4 
| 
4 
ie 
q 
| 
i 
i 
i! ; 
ff 
| 
| | ; 
| 
23 
| 
4 
j 
j 
{ 
i 
j 
{ 


Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. IX. 248 


in Co-Zymasepriparaten selbst hdheren Reinheitsgrades stets 
vergesellschaft sind [sofern nicht die Darstellungsmethode nach 
Myrbick und Ortenblad2) zur Anwendung kam], legte die 
Aufgabe nahe, alle friiheren Befunde iiber die Beteiligung von 
Vo-Zymasepraparaten an Dehydrierungsvorgingen kritisch zu priifen 
und die Entscheidung zu fillen, ob bei den beobachteten Aktivie- 
rungen die eigentliche Co-Zymase oder deren Beimengung, die 
Co-Dehydrase II, wirksam gewesen war. Diese Entscheidungen 
muBten von allgemeiner Bedeutung sein fiir das Verstiindnis der 
Aufgaben der beiden Co-Dehydrasen und der Natur der Dehy- 


drasen selbst. 


1. Die Co-Dehydrasespezifitit der Alkohol- 
und der Robisonester-Dehydrase aus Hefe. 


Kine eindeutige Entscheidung lag zunichst schon vor bei der 
enzymatischen Dehydrierung des Robisonesters und des Alkohols 
durch Hefeenzyme. Daf die beiden Dehydrasen, besser gesagt, die 
beiden hochmolekularen T'riger der Co-Enzyme, untereinander 
verschieden sind, haben wir schon friiher zeigen kénnen*’). Und 
nunmehr wissen wir, dab’ diese beiden Dehydrasen spezifisch auf 
ihre Co-Fermente eingestellt sind: die Robisonesterdehydrase 
vermag nur mit der Co-Dehydrase II, die Alkoholdehydrase nur 
mit der Co-Zymase ein wirksames Enzymmolekiil zu bilden. Allem 
Anschein nach liegt nicht einmal die Méglichkeit vor, daB das 
dehydrasefremde Co-Enzym (z. B. die Co-Dehydrase II gegeniiber 
der Alkoholdehydrase) die Ausbildung des Enzymmolekiils aus 
dem Triger und seinem spezifischen Co-Enzym (z. B. der Alkohol- 
dehydrase und der Co-Zymase) stérend beeinfluBt, und auch eine 
Aktivierung der spezifischen Verbindung durch das fremde Co-Enzym 
konnte nicht beobachtet werden. Man findet z. B. genau dieselbe 
Wirksamkeit eines Alkoholdehydrasesystems, gleichgiiltig ob man 
mit einem Gemisch von Co-Zymase und Co-Dehydrase II oder 
mit reiner Co-Zymase erginzt, sofern nur gleiche Mengen Co-Zy- 
mase, gemessen an der girungsaktivierenden Wirkung (Co-Ein- 
heiten), angewandt werden. Umgekehrt gilt fiir die Aktivierung 
der Robisonesterdehydrierung durch Co-Dehydrase II das gleiche. 

Ein besonderes Interesse beanspruchten solche Dehydrasen, 
deren Co-Fermente bisher weniger genau definiert waren, besonders 
solche, die scheinbar ihre besonderen Co-Fermente hatten, wie z. B. 
die Milchsiiuredehydrase des Herzmuskels und die Glucosedehydrase 
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2. Die Co-Enzymspezifitat der Milchsiure- 
und Apfelsiuredehydrase aus Herzmuskel. 


Die Milchsiuredehydrase aus Herzmuskel bendtigt, wie schon 
oben erwihnt, eine Co-Dehydrase, die in dem von Banga, Szent- 
Gyérgyi und Vargha*) dargestellten Co-Fermentpriiparat. ent. 
halten ist. Von B. Andersson?!) war gezeigt worden, daB das 
Co-Fermentpriiparat Co-Zymase enthilt, und daB die Co-Zymase 
aus Hefe das Szent-Gyérgyische Co-Fermentpriaparat ersetzen 
konnte. Nun mu8 aber nach den Angaben von Warburg?53) 
damit gerechnet werden, da8 ein Co-Fermentpriparat aus Herz. 
muskel auch die ,,Co-Dehydrase II“ enthalt und es muBte ent- 
schieden werden, ob letztere im Milchsiiuredehydrasesystem als 
Aktivator fungieren kann. In Versuchen, die Michaelis ausgefiihrt 
hat und iiber die in der folgenden Mitteilung des niheren be- 
richtet wird, wurde festgestellt, daf weder Co-Ferment aus roten 
Blutzellen noch Co-Dehydrase If aus Hefe imstande sind, ein 
Co-enzymfreies System der Milchsiuredehydrierung wirksam zu 
erginzen. Die Mulchstiuredehydrase ist spezifisch eingestellt auf 
Co-Zymase. Fiir die Apfelsturedehydrase des Herzmuskels ergab 
sich ein villig analoges Resultat. 


3. Die Co-Enzyme der Glucosedehydrase. 
B. Andersson?!) hatte gefunden, daB das Harrisonsche 


Co-Fermentpriparat Co-Zymase enthilt und daB das Enzym tat- | 


sichlich auch durch Hefe-Co-Zymase aktiviert wird. Wir konnten 
jedoch spater zeigen, daB auch Warburgsches Co-Ferment Akti- 
vatorwirkung besitzt!”), und es war deshalb um so mehr ndtig, 
die Aktivatorwirkung der Co-Zymase durch Anwendung Co- 
Dehydrase II-freier Priparate erneut zu iiberpriifen. Uber diese 
Versuche berichtet N. Das in einer folgenden Mitteilung*’); des Zu- 
sammenhangs wegen seien seine Ergebnisse schon hier vorweg- 
genommen. Ks bestatigte sich, daB die reine Co-Zymase sowohl 
we Co-Dehydrase II (aus Pferdeblutzellen oder aus Hefe) die 
Glucosedehydrase aktwieren. Hier liegt also das erste Beispiel 
eines Dehydrierungsprozesses vor, der unspezifisch durch bezde 
Co-Dehydrasen aktiviert wird, aber es muB noch zwischen zwei 
Moglichkeiten entschieden werden: entweder existiert ein Triger, 
der sowohl mit Co-Zymase wie mit ,,Co-Dehydrase II“ wirksame 
Dehydrasemolekiile zu bilden vermag, oder die Enzympriparate 


52) N. Das, Diese Z. 238, 269 (1936). 
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enthalten zwei verschiedene Trager, von denen jeder spezifisch 
auf eines der beiden Co-Enzyme eingestellt ist. Diese Frage soll 
noch experimentell gepriift werden. 

Auf Grund dieser Befunde darf wohl auch als méglich. an- 
gesehen werden, daB die von Yudkin*4) beobachtete Aktivierung der 
Glucosedehydrase aus Colibakterien sowohl durch Co-Zymase wie 
durch Co-Ferment aus Blutzellen tatsiichlich einer Aktivierung 
durch Co-Zymase und Co-Dehydrase II entspricht und daB nicht, 
wie Yudkin annimmt, nur die Co-Zymase des rohen Co- 
Dehydrase II-Priparates wirksam gewesen war. 

In einem weiteren von uns untersuchten System, dem der 
Hexosediphosphat-Dehydrierung durch Hefeenzym, liegen die 
Verhialtnisse noch zu uniibersichtlich, als daB wir nihere Aussagen 
machen méchten. Experimentell steht fest, daB die Hexosediphos- 
phat-Dehydrierung bei Gegenwart der Dehydrase und des Flavin- 
enzyms sowohl durch Co-Zymase wie durch Co-Dehydrase Il akti- 
viert wird, wenn auch in ungleichem Mafe. Kine Kombination 
der beiden Co-Enzyme ruft aber einen Effekt hervor, der gréBer 
ist als der Summe der beiden Kinzelwirkungen entspricht. Auch 
haben wir Anhaltspunkte dafiir, daB an dieser Dehydrierung min- 
destens zwei Dehydrasen beteiligt sind, so da sich also iiber 
die Co-Enzymspezifitit in diesem Fall noch nichts Endgiiltiges 
bestimmen 1aBt. 

In der folgenden Tabelle sind die bisher gewonnenen Ergeb- 
nisse tiber die Spezifitat der Dehydrasen gegeniiber den beiden Co- 
Enzymen noch einmal zusammengefaBt. 


Herkunft der 

Dehydrase fiir Co-Enzym 
Robisonester. .... Hefe Co-Dehydrase II 
Milchsiiure. ..... Herzmuskel 
Apfelsiiure. ..... 
re Leber Co-Dehydrase II u. Co-Zymase 
Hexosediphosphat . . Hefe Co-Zymase u. Co-Dehydrase II (?) 


IV. Zur Substratspezifitat der Dehydrasen. 


Hier muf ein Wort iiber die Substratspezifitit der Dehydrasen 
gesagt werden. Man koénnte die Méglichkeit erwigen, ob nicht 
etwa die Co-Enzymspezifitit der hochmolekularen Trager gleich- 
zeitig die spezifische Einstellung des Dehydrasemolekiils auf das 


246 H. v. Euler und E. Adler, 


Substrat in sich birgt, mit anderen Worten, es wiire zu iiber. 
legen, ob vielleicht nur zwei verschiedene Traiger mit spezifischem | 
Co-Enzymbedarf und somit nur zwei verschiedene Dehydrasen | 
existieren, nimlich eine Dehydrase von der Zusammensetzung | 


[D'-Cozymase] und eine zweite von der Zusammensetzung 


[D"-Codehydrase II]. Aber eine solche Annahme wiirde nicht 


einmal ausreichen, um die oben aufgefiihrten Dehydrierungsvor- 


ginge zu erkliren, denn es ist sicher, daB z. B. die Alkohol- | 


dehydrase der Hefe Milchsiure nicht anzugreifen vermag (Adler 


und Michaelis!) und auch umgekehrt finden wir, daB ein stark | 
aktives Lacticodehydrasepraparat aus Herzmuskel nur schlecht | 


wirksam ist bei Darbietung von Alkohol als Substrat. Noch 


weniger wiirde die Annahme von nur zwei Dehydrasen des oben | 


genannten ‘ypus geniigen fiir die Erkliirung der Spezifitiit anderer 
-Dehydrasen im Tier- und Pflanzenkérper. Wir miissen also an- 
nehmen, dab 


1. die Substratspezifitit von der Trigerkomponente ausgeht, | 


und daB 


2. die Trigerkomponente auswiihlende Kigenschaften nach 
2 Richtungen besitzen kann, niimlich die eine in bezug auf das 
Co-Enzym und die andere in bezug auf das Substrat. 


Nur mit Hilfe einer solchen Auffassung lassen sich die Spezi- 


fitatsverhiiltnisse der Dehydrasen gegenwiirtig erkliren. Damit ist | 


natiirlich nicht gesagt, daB fiir jedes Substrat eine spezifische 
Dehydrase existiert, wie Thunberg anfangs glaubte, sondern es 
ist sehr wohl méglich, daB z. B. eine Dehydrase [D!-Cozymase] 
eine ganze Gruppe, eine Dehydrase [D!Y-Codehydrase II] eine 
andere Gruppe von Substraten anzugreifen vermag. 

Die Natur derjenigen Dehydrasen, die nicht eine der beiden 
bekannten Co-Dehydrasen als prosthetische Gruppe tragen, z. B. 
Succinodehydrase, Xanthindehydrase, wird hier nicht weiter beriihrt. 


V. Der Mechanismus der Co-Zymasewirkung. 


Die bisher erhobenen Feststellungen geben ein Bild von der 
Zusammensetzung der Dehydrasesysteme, ferner der Spezifitiit 
der Dehydrasen gegeniiber den Co-Dehydrasen und den Substraten. 
Samtliche der besprochenen Systeme haben ein gemeinsames 
Merkmal: sie bediirfen zur Wasserstoffiibertragung auf den Accep- 
tor (zB. Methylenblau) der Mitwirkung des Flavinenzyms. Die 
friiher von uns ausgesprochene Vermutung, daB gerade solche 
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Systeme, die Co-Zymase als notwendige Komponente enthalten, 
auch Flavinenzym benétigen, ist im groBen ganzen bestitigt. 
SinngemiB gilt diese Aussage auch fiir die Co-Dehydrase [I-spezi- 
fischen Systeme. 

Eine Ausnahme scheint in dem von Wagner-Jauregg vr" 
Moller?) kirzlich beschriebenen System der Milchsiuredehydrie- 
rung mit Coli-Enzym vorzuliegen. Dort tritt eine Aktivierung 
mit Co-Ferment allein ein, wihrend die scheinbar durch Flavin- 
enzym bewirkte Aktivierung auch durch hitzeinaktivierte Flavin- 
enzymlésung zustande kommt. Dieser Prozef bedarf also noch 
einer besonderen Erklirung, und es miiBte erst sichergestellt werden, 
daB die Co-Enzymaktivierung tatsichlich auch mit reinen Pripa- 
raten erhalten wird. Auch beim ersten Angriff der Citronensiure 
durch dialysierten Froschmuskelphosphatextrakt ist nach W agner- 
Jauregg und Rauen®‘) nur Co-Ferment, aber nicht Flavinenzym 
beteiligt. Es erscheint jedoch méglich, daB die geringen, bereits 
im Muskelextrakt vorhandenen Flavinenzymmengen fiir diesen 
Vorgang ausgereicht haben. 

Die Forderung, dab. Co-Dehydrase und Flavinenzym gleich- 
zeitig anwesend sein miissen, wenn der Dehydrierungsvorgang 
ablaufen soll, wird aus den folgenden Ergebnissen verstiindlich, 
die eine Aufklarung iiber den Wirkungsmechanismus der Co-Zy- 


mase bringen. 


Co-Zymase als Wasserstoffibertrager. 


Die einfachste Vorstellung iiber die Wirkungsweise der pro- 
sthetischen Gruppe — als solche haben wir ja die Co-Zymase auf- 
gefaBt — war die, da die Co-Zymase den unter Mitwirkung des 
Tragers vom Substrat abgelésten Wasserstoff aufnimmt, in eine 
reduzierte Form iibergeht, und daB diese reduzierte Co-Zymase 
den Wasserstoff an das Flavinenzym weitergibt. Wir haben 
die Vorstellung von der Oxydoreduktionswirkung der Co-Dehy- 
drasen bereits vor einiger Zeit erwaihnt!”) und Adler und 
Michaelis?!) haben unter Zugrundelegung dieser Auffassung die 
Beziehung des Co-Enzyms zum Flavinenzym diskutiert. 

Eine direkte experimentelle Beweisfiihrung haben wir nun 
vor kurzem gemeinsam mit H. Hellstrém vorgenommen. Die Er- 
gebnisse dieser Arbeit sind zum Teil schon ver6ffentlicht**) und 


83) H. v. Euler, E. Adler u. H. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 
290 (1935). 
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werden noch ausfiihrlicher mitgeteilt werden, so daB sich hier ein 


naheres Kingehen auf die methodischen und experimentellen Einzel- 


heiten eriibrigt. 


Wenn die oben angedeutete Vorstellung iiber die Rolle der | 
Co-Zymase und ihre Kinordnung in das Dehydrierungssystem | 


richtig war, und wenn alle friheren Erfahrungen iiber die an- 
aerobe und aerobe Funktion der ,,Flavinenzymsysteme“ beriick- 
sichtigt werden, so mubte folgendes gelten: 


1. Die reduzierte Co-Zymase bzw. deren Verbindung mit dem | 
hochmolekularen Traiger ist nicht autoxydabel und wird nicht | 


durch Methylenblau oxydiert, denn es vermag z. B. eine Mischung 


aus Alkohol, zugehériger Dehydrase und Co-Zymase weder Methylen- | 


blau noch Sauerstoff merklich zu reduzieren. 


2. Flavinenzym dagegen reoxydiert die hydrierte Co-Zymase 


und geht dabei in Leukoflavinenzym iiber. 

3. Leukoflavinenzym ist, wie Warburg und Christian gezeigt 
haben, autoxydabel. 

Die Versuchsanordnung, mit der wir die Wirkungsweise der 
Co-Zymase studieren konnten, war folgende: Eine Mischung aus 
Alkohol, Alkoholdehydrase aus Lebedewsaft*) und Co-Zymase 
(héchst gereinigt, frei von Co-Dehydrase I]; ACo = 400000) wird 
30 Minuten bei 30° gehalten. (Die Mischung soll als ,,.Lésung A“ 
bezeichnet werden.) Hierauf wird die Dehydrase durch Erwirmen 
auf 75° zerstért, vom ausgefallenen Kiweif abfiltriert und schlieB- 
lich die Lésung im Vakuum mit Flavinenzym zusammengebracht. 
Nun findet eine Aufhellung der gelben Farbe des Flavinenzyms 
statt und beim Offnen des ReaktionsgefiiBes tritt die gelbe Farbe 
wieder auf. Die Apparatur, in der dieser Versuch ausgefiihrt 
wird, gestattet, die Mischung der beiden Lisungen im Vakuum 
vorzunehmen und das eigentliche Reaktionsgefi® ist als Meb- 
kiivette ausgebildet, so daB die Farbiinderungen durch Messung 
der Extinktion lichtelektrisch bestimmt werden konnten. 

Der Vorgang kann nur auf folgende Weise erklart werden: 
In der Lisung A erfolgt zuniichst eine Oxydation des Substrates 
durch die Dehydrase, d.h. die Verbindung aus Trager und Co- 
Zymase; die Co-Zymase nimmt hierbei den Wasserstoff auf. Bei 
der Hitzeinaktivierung wird der Trager abgelést, so daB nur noch 
freie hydrierte Co-Zymase vorliegt. Der Beweis fiir die Existenz 
der hydrierten Co-Zymase wird erbracht durch die Reduktion 
des Flavinenzyms. Ks ist gleichgiiltig, ob die Reduktion der Co- 
Zymase im Vakuum oder in Anwesenheit von Luft vorgenommen 
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wird. Man kann die reduzierte Co-Zymase auch viele Stunden 
im offenen Gefif stehen lassen, ohne die Fiahigkeit zur 
Flavinenzymreduktion verloren geht. Damit ist gezeigt, daB die 
reduzierte Form der Co-Zymase nicht autoxydabel ist. Sie- ist 
auch verhiltnisméBig hitzestabil, denn bei der Denaturierung des 
Trigers durch Erhitzen auf 75° bei p,, = 7,6 ist sie nicht zer- 
stért worden. 

Mit Hilfe dieser Versuchsanordnung konnte auch gezeigt 
werden, daB tatsichlich alle Voraussetzungen, die wir oben fiir 
das Zustandekommen des Dehydrierungsvorganges gemacht haben, 
richtig sind. Die normale Co-Zymase, so wie sie bei der [so- 
lierung erhalten wird, reagiert nicht mit Flavinenzym. Die Co- 
Zymase liegt also normalerweise in der oxydierten Form vor und 
wird erst in Verbindung mit dem Triger durch das spezifische 
Substrat hydriert. Die reduzierte Co-Zymase ihrerseits vermag 
nicht Methylenblau zu reduzieren; bringt man aber Methylenblau 
unter Vakuum in die MeBkiivette, in der vorher das Flavinenzym 
durch hydrierte Co-Zymase in die Leukoform iibergefiihrt worden 
ist, so tritt augenblicklich eine Oxydation des Leukoflavinenzyms 
unter Reduktion des Methylenblaus ein. Ebensowenig wie Methylen- 
blau kann freies Lactoflavin die reduzierte Co-Zymase reoxydieren. 
Wird gewoéhnliche Co-Zymase durch kurzes Erhitzen mit 0,01 n- 
NaOH inaktiviert, d. h. ihrer Girungs- und Dehydrierungsaktivitit 
beraubt, so wird in unserem Versuch auch keine reduzierte Form 
mehr gebildet, die Flavinenzymreduktion bleibt aus. 

Damit rst die Funktion der Co-Zymase als Wasserstoffiiber- 
irdiger eindeutig bewiesen. Wenn wir mit D wieder den gemeinhin 
als ,,Dehydrase“ bezeichneten Trager und mit Co die Co-Zymase 
bezeichnen, und wenn wir annehmen, daB 1 Mol. Co-Zymase 
2 Atome Wasserstoff aufnimmt, so ergibt sich fiir den ersten An- 
griff des Substrates folgende Reaktion: 


(1) CH,CH,OH + DCo = CH,CHO + DCoH,. 


Dieser Vorgang wiirde stehen bleiben, wenn die ganze vor- 
handene Co-Zymase hydriert ist; er geht weiter bei Gegenwart 
von Flavinenzym (F): 


(2) DCoH, + F = DCo + FH,. 
Bei Gegenwart von Sauerstoft wird dann der Wasserstoft des 


Leukoflavinenzyms fortlaufend zu Wasserstoffperoxyd, bei Gegen- 
wart von Methylenblau in Leukomethylenblau umgewandelt. 
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Der hier entwickelte Mechanismus der Dehydrierung durch 
ein Co-Zymase-spezifisches System ist vollig analog dem. 
jenigen, der von O. Warburg, W. Christian und Griese**)*) 
fir das Co-Dehydrase II-spezifische System der Robison- 


esterdehydrierung aufgestellt worden ist. Die Funktion der Co. | 


Zymase gleicht also durchaus derjenigen des von Warburg aus 


Pferdeblutzellen gewonnenen Co-Fermentes, beide Co-Dehy dra. | 
sen sind wasserstoffibertragende Substanzen, ihre redu. | 
zierten Formen sind nicht autoxydabel und werden durch Flavin. | 


enzym dehydriert. 


Mit der gleichartigen Funktion der beiden Co-Dehydrasen 
stimmt iiberein, daB sie chemisch sehr nahe miteinander verwandt 


sind. Beide Substanzen enthalten zwei basische Bausteine — | 


Adenin und Nikotinsiureamid —, Pentose und Phosphorsiiure. 
Aus den an der Co-Zymase durchgefiihrten chemischen Unter- 
suchungen [Kuler, Albers und Schlenk?*®)] geht jedoch hervor, 
daB die analytische Zusammensetzung der beiden Co-Dehydrasen 
verschieden ist, und es ist denkbar, daf gerade in der durch die 
verschiedene Elementarzusammensetzung gegebenen Verschieden- 
heit auch die ungleichartigen Wirkungen der beiden Co-Dehydrasen 
begriindet sind. 


Co-Zymase und Co-Dehydrase Il kommen offenbar neben- 
einander in zahlreichen Zellarten vor. Fiir die Co-Dehydrase II] 
fehlen allerdings gegenwirtig noch umfassende Untersuchungen 
iiber Verbreitung und quantitative Verteilung. Es wird jeden- 
falls von groBem Interesse sein, die Aufteilung der Wirkungen 
der beiden Aktivatoren kennen zu lernen. Es ist ja sehr wahr- 
scheinlich, daB sie im Sinne der vorher entwickelten Co-Enzym- 
spezifitat der Dehydrasen am oxydoreduktiven Umsatz verschiedener 
Substrate beteiligt sind, aber hier erhebt sich eben die Frage, ob 
die bisher in vitro studierten Dehydrasereaktionen wirklich die 


biologisch wichtigen sind, oder ob wir die wahren Funktionen der | 


Dehydrasesysteme noch gar nicht erkannt haben. Beziiglich der 


Hefe fallt die Entscheidung insofern leichter, als man wenigstens | 


die Beteiligung der Co-Zymase an der oxydoreduktiven Phase der 
alkoholischen Girung als sicher ansehen kann, wihrend anderer- 


seits die Co-Dehydrase II fiir den Ablauf des Girungsvorganges — 


sehr wabhrscheinlich entbehrlich ist. 


4) Biochem. Z. 279, 143 (1935). 
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Wir kommen damit wieder auf die prinzipielle Frage, ob in 
der Zelle das Dehydrase-Flavinenzym-System iiberhaupt mit der 
aeroben Oxydation befaBt ist, oder ob, wie Ogston und Green’) 
glauben, die in vitro studierten Flavinenzymsysteme in vivo gar nicht 
aerob funktionieren. Schon Warburg und Christian haben ja 
auf Grund ihrer Versuche an Bacillus Delbriickii betont, daB das 
Flavinenzym wahrscheinlich nicht an oxydativen, sondern viel- 
mehr an oxydoreduktiven Prozessen beteiligt ist. Wir haben, um 
der Frage nach der wahren Funktion der Flavinenzymsysteme 
niiherzukommen, einige Versuche iiber die Rolle des Flavinenzyms 
bei Dismutationsreaktionen in Angriff genommen, die im folgenden 
Abschnitt besprochen werden sollen. 


VI. Zum Mechanismus der Oxydoreduktionsvorgange. 


Der einfachste Weg, auf dem der von einem Substrat ab- 
geléste Wasserstoff auf ein anderes Substrat iibertragen werden 
kann, ware — wenn wir nur die uns hier interessierenden Flavin- 
enzymsysteme in Betracht ziehen — der folgende: Der vom 
Substrat S'H, vermittelst des wasserstoffiibertragenden Enzyms 
(DCo == DCoH,) auf Flavinenzym iibertragene Wasserstoff wird 
von einem zweiten Substrat S" ittbernommen: FH, + S"= F + S"H,. 

Ist S' z. B. ein Aldehyd und 8S" ein Molekiil desselben oder 
eines anderen Aldehyds, so wiire damit eine einfache bzw. eine 
gemischte Dismutation erfolgt. 

Wir finden aber experimentell, da Leuko-flavinenzym durch 
Acetaldehyd nicht oxydiert wird. Dieses Ausbleiben einer Reaktion 
scheint uns ein wichtiger Ausgangspunkt fiir die Deutung von 
Dismutationsreaktionen zu sein. 

Es sei nun ein zweiter Versuch angefiihrt, der uns einen 
Schritt weiter bringt: Bringt man zu Leukoflavinenzym ein Ge- 
misch von wenig Alkohol, Alkoholdehydrase, Co-Zymase und viel 
Acetaldehyd, so tritt ene Oxydation des Leukoflavinenzyms 
ein. Dieser Vorgang kann folgendermaBen gedeutet werden: in 
dem System liegen zwei Gleichgewichtsreaktionen vor, niimlich 


(1) CH,CH,OH + DCo = CH,CHO + DCoH, , 
(2) DCoH, + F = DCo + FH,. 

Bei Anwesenheit eines groBen Uberschusses von Acetaldehyd 
wird das Gleichgewicht (1) sehr stark nach links verschoben, das 


reduzierte Co-Enzym in die oxydierte Form iibergefiihrt, und auf 
diese Weise wird auch die reduzierte Stufe des Enzyms dem 
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Gleichgewicht (2) entzogen, welches dadurch ebenfalls eine Ver- | 
schiebung nach links erfahrt. Die sichtbare Folge dieser ge. | 
koppelten Reaktion ist der Ubergang des Leukoflavinenzyms in | 


die Farbstufe. 


Wenn der Vorgang richtig gedeutet ist, dann stellt der | 
KinfluB des Acetaldehyds nichts anderes als eine Umkehrung— 
der Dehydrierungsreaktion (1) des Alkohols dar. Man | 


wei ja bereits von einer Reihe von Dehydrasereaktionen, dai 
sie reversibel sind*), und vor einiger Zeit hat J. Lehmann**) 


gerade die Reversibilitat des Alkohol-Dehydrasesystems der Hefe | 
auf Grund von Messungen der Redoxpotentiale sehr wahrscheinlich | 


gemacht. Wenn wir nun weiterhin daran denken, daB z. B. bei 


der Hefegiirung die Reduktion des Acetaldehyds zu Alkohol eine | 


in altere sowohl wie in neuere Girungsschemata eingehende 
Reaktion ist, so wird es sehr wohl denkbar, daB es gerade das 


uns bekannte Alkoholdehydrasesystem in seiner Umkehrung als | 
Acetaldehyd- Hydrierungssystem ist, welches diese Reaktion 


katalysiert. 

Weiterhin wird die Vorstellung wahrscheinlich, daB die 
Wasserstofflieferung fiir dieses Hydrierungssystem durch ein 
zweites Dehydrasesystem erfolgt und daB schlieBlich das 


Flavinenzym als Redoxkatalysator die Wasserstoffiibertragung | 


von diesem letzteren Dehydrasesystem zum Hydrierungssystem 


iibernimmt. Im Falle der Oxydoreduktion bei der alkoholischen _ 
Girung wire die wasserstoffliefernde Dehydrierung der Ubergang | 


von Triosephosphorséure in Phosphoglycerinsiure. Mit der Unter- 
suchung dieser Dehydrierung unter dem Gesichtspunkt der Co- 
Dehydrase-Flavinenzymkatalyse sind wir beschiftigt. Es ist schon 
von der Acetaldehyddismutation durch Leberenzym [Euler und 
Brunius*‘)] bekannt, daB fiir diesen ProzeB Co-Zymase erforderlich 
ist; auch die oxydoreduktive Umwandlung des Acetaldehyds durch 
Trockenhefe benétigt Co-Zymase [Myrbick und Jacobi*®)], so dab 
die Annahme berechtigt erscheint, dab auch die Dehydrierung der 
Triosephosphate durch ein normales Flavinenzymsystem erfolgt. 


Vgl. D. E.Green u. L. H.Stickland, Biochemie. J. 28, 898 (1934); 
D. E. Green, Biochemie. J. 28, 1550 (1934). 

%*) Biochem. Z. 274, 321 (1934); vgl. auch F. Lipmann, Biochem. Z. 274, 
329 (1934). 

7) Diese Z. 175, 52 (1928). Nachtrag bei der Korrektur: Vel. auch 
Reichel u. Eckhoff, Diese Z. 237, 214 (1935). 

%*) Diese Z. 161, 245 (1926); vgl. auch Euler u. Myrbick, Diese Z. 
165, 28 (1927). 
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Schematisch wiirde sich also diese typische Oxydoreduktion 
folgenderma8en darstellen lassen: 


R'CHO + D'Co + H,O = R'COOH + D'CoH, , 
2) D'CoH, + F = D'Co + FH,, 

3) FH, + D"Co = F + D"Col,, 

4) D"CoH, + R"CHO = D"Co + R"CH,OH. 


Das durch die Gleichungen (1) und (2) dargestellte De- 
hydrasesystem ist das wasserstoffliefernde System, das die Oxy- 
dation des ersten Substrates bewirkt. Im zweiten System 
(Gleichungen (3) und (4)] wird durch eine von der ersten ver- 
schiedene Dehydrase der Wasserstoff iibernommen und auf das 
zweite Substrat iibertragen. Fiir den speziellen Fall der Oxydo- 
reduktion bei der alkoholischen Girung wire an Stelle von R'CHO 
eine Triosephosphorséure, an Stelle von R"CHO Acetaldehyd 
einzusetzen. Dann wiren die Reaktionsprodukte R'COOH Phospho- 
glycerinsiure, R"CH,OH Athylalkohol. 

Die Dismutationsreaktion erscheint somit als die Ver- 
knipfung eines Dehydrasesystems mit relativ negativem Redox- 
potential und eines Dehydrasesystems mit relativ positivem 
Redoxpotential, wobei die Verkniipfung durch Flavinenzym erfolgt. 
Kine ahnliche Vorstellung iiber den Mechanismus der oxydo- 
reduktiven Vorgiinge ohne Beteiligung des Sauerstofis tritt bereits 
in Arbeiten von J. H. Quastel**) zutage und in diesen Arbeiten 
wurde schon die Annahme gemacht, daB eine Reaktion zwischen 
Dehydrasesystemen nicht direkt, sondern durch einen Vermittler 
vom T'ypus eines Redoxindicators in der Zelle erfolge, und spiter 
konnten Schott und Borsook*) mit Bakterienenzymen die Ver- 
kniipfung von Oxydoreduktionen durch Zusatz eines Redox- 
indicators erzielen. Vor einiger Zeit studierten Green, Stick- 
land und Tarr*!) eine Reihe von ,,carrier-linked reactions‘, 
konnten aber von natiirlichen Redoxkatalysatoren nur das Pyo- 
cyanin als Vermittler wirksam finden, wihrend sie durch Flavin- 
enzym keine Verkniipfung erzielten. Dieser letztere Befund 
spricht aber sicher nicht allgemein gegen die Méglichkeit, dab 
Flavinenzym als solch ein Vermittler fungieren kann, und die 
experimentelle Untersuchung wird eben gerade an solchen Systemen 


8% Quastel u. Mitarb., Biochemic. J. 19, 304, 660 (1925); 23, 115 (1929); 


25, 629 (1931). 
4°) Science 77, 589 (1933). 41) Biochemic. J. 28, 1812 (1934). 
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einsetzen miissen, bei denen die Beteiligung des Flavinenzyms | 


auch aus biologischen Griinden wahrscheinlich ist. 
Es muB darauf hingewiesen werden, daB vielleicht Dismuta- 


tionen der oben angefiihrten Art auch ohne Flavinenzym ver. | 
laufen kénnen. Fiir derartige Vorgiinge wire nur eine einzige 
Dehydrase notwendig, und es miiBte die Méglichkeit bestehen, daf | 


die reduzierte Stufe der Dehydrase direkt durch den als Wasser- 


stoffacceptor fungierenden Aldehyd oxydiert werden kann. Eine | 


solche Reaktion wiirde sich folgendermafen darstellen: 
(1) RICHO + DCo + H,O = R'COOH + DCoH, 
(2) DCoH, + = DCo + RUCH,OH. 
EKinen Hinweis auf die Méglichkeit eines solchen Vorganges 
bildet die Beobachtung, daB beim glykolytischen Abbau von 


Glykogen zu Milchsiiure durch dialysierten Muskelextrakt eine | 


Mitwirkung von Flavinenzym wahrscheinlich nicht notwendig ist. 


Wenigstens haben Euler und Giinther**) eine Steigerung der | 
Milchsaurebildung durch Flavinenzymzusatz nicht erzielen kénnen, | 


und der Muskelextrakt ist selbst so arm an Flavinenzym, daB es 
nicht wahrscheinlich ist, daB eventuell vorliegende Flavinenzym- 


systeme bereits eine optimale Menge Flavinenzym zur Verfiigung | 
haben. Ubrigens verliuft die Glykolyse im dialysierten Muskel- | 


extrakt ja auch ohne Zusatz einer Co-Dehydrase, und da bei der 


Glykolyse nach den geltenden Anschauungen (Embden, Meyer- | 
hof, Parnas) eine ganz analoge Oxydoreduktion wie bei der | 
alkoholischen Girung vor sich geht, wird man zu der Annahme | 


gefiihrt, dab der Dehydrasemechanismus im Muskelextrakt prin- 
zipiell verschieden ist vom Dehydrasemechanismus bei der Hefe- 
girung. Es soll u.a. untersucht werden, ob die betreffenden Muskel- 
dehydrasen eine der Co-Dehydrase entsprechende Gruppe in fester 
Bindung enthalten. 

Versuchsteil. 


Co-Zymase und Co-Dehydrase II. Wie in der VIII. Mitteilung dieser _ 


Untersuchungsreihe**) mitgeteilt worden ist, sind reine Co-Zymasepriparate 
nicht mehr imstande, die Dehydrierung von Robisonester in Gang zu bringen 
bei Anwesenheit von ,,Zwischenferment“ und Flavinenzym, sowie Methylen- 


blau als Wasserstoffacceptor. Wir fanden, da ein ,,zweiter Aktivator“ not- | 


wendig sei, um dieses System zu ergiinzen. Wir nennen diesen Aktivator 


nunmehr ,,Co-Dehydrase II“. 
Wie schon S. 289 angefiihrt ist, hat sich die friiher mitgeteilte Beob- 


achtung, daB die ,,Co-Dehydrase II“ der Mitwirkung von Co-Zymase bedarf, 


42) Diese Z. 235, 104 (1935). 
43) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935). 
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nicht bestitigen lassen. Es mu8 eine Eigenart der damals angewandten 
Enzymlésung vorgelegen haben, die bei neuen Priparationen von Dehydrasen 
nicht wiedergekehrt ist. 


Es ist nunmehr sicher, dab Co-Dehydrase II fiir sich allein das System 
Robisonester-Zwischenferment-Flavinenzym—Methylenblau wirksam ergiinzt, 
und daB reine Co-Zymase auf dieses System ganz ohne EinfluB ist. Auf 
der anderen Seite ist reine Co-Zymase das einzig notwendige Co-Enzym 
der Alkoholdehydrase aus Hefe, bei welcher Co-Dehydrase II dagegen 
wirkungslos ist. Diese Ergebnisse wurden erhalten durch priparative 
Trennung von Co-Zymase und Co-Dehydrase II. Hierfiir sind zwei ver- 
schiedene Wege eingeschlagen worden: 


1. Anreicherung von Co-Dehydrase II aus Mutterlaugen der 
Co-Zymasedarstellung. Co-Zymasepriparate, die aus Kochsaft von 
Oberhefe nach der Methode von Myrbick und Larsson”*) erhalten waren 
iiber folgende Stufen: 
Ag-Fiillung, enthalten neben Co-Zymase noch Co-Dehydrase II. Wird aber 
die Co-Zymase aus Lésungen der letzten Darstellungsstufe iiber eine 
Cuprosalzfillung**) weiter gereinigt, so ist der Co-Dehydrase II-Gehalt der 
Co-Zymase stark herabgedriickt, bei geeigneter Fiihrung der Reinigung 


@ ginzlich verschwunden. Die Co-Dehydrase II muBte also in der Mutterlauge 


der Cuprosalzfillung gesucht werden. 


Man versetzt die Mutterlauge mit Alkohol, bis der Alkoholgehalt der 
Losung etwa 80°/, betrigt, zentrifugiert, wéischt die Fillung 3 mal mit 
wenig Wasser und zerlegt den Riickstand mit Schwefelwasserstoff. Aus 
der von Kupfersulfid und Schwefelwasserstoff befreiten Lésung fillt beim 
Versetzen mit Alkohol (Endkonzentration 80°/,) ein bald flockig werdender 
farbloser Niederschlag, der gesammelt und mit absolutem Alkohol und Ather 
getrocknet wird. Die Auswertung solcher Priparate zeigt, daB Co-Zymase 
zwar noch in erheblichen Mengen vorhanden ist (ACo = 20000-30000), 
aber aus der Wirksamkeit der Priiparate im System der Robisonester- 
dehydrierung ist zu ersehen, da’ eine Anreicherung an Co-Dehydrase II 
stattgefunden hat. Bei dieser Ausfillung der Co-Dehydrase II handelt es 
sich nicht um eine absolute Reinigung, denn es ist verstiindlich, dab aus 
der Mutterlauge der Co-Zymasedarstellung noch gré8ere Mengen unwirk- 
samer Beimengungen in die erhaltene Fraktion gelangen. Wesentlich ist 
jedoch, daB in diesen Fraktionen das Verhiiltnis von Co-Zymase und 
Co-Dehydrase II stark zugunsten der letzteren verschoben ist, und die Auf- 
arbeitung der Mutterlaugen war auBerdem von methodischem Interesse, 
weil damit ein Hinweis geliefert wurde, in welcher Richtung eine pripara- 
tive Trennung der beiden Co-Dehydrasen angestrebt werden mu8. AuBer- 
dem konnten diese Fraktionen als Ausgangsmaterial fiir die chromato- 
graphische Analyse der Co-Dehydrasegemische dienen, die im folgenden 
beschrieben werden soll. 


2. Trennung von Co-Dehydrase II und Co-Zymase durch 
Adsorptionsanalyse. Da8 frischgefilltes Aluminiumhydroxyd Co-Zy- 
mase adsorbiert, ist bereits von K. Myrbick angegeben worden. Wir 
versuchten deshalb die Adsorption zuniichst mit Aluminiumoxyd und fanden 
in dem Merckschen Priiparat (standardisiert nach Brockmann) ein 

18* 
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geeignetes Material zur Trennung der beiden Co-Dehydrasen. Wenn man | 
eine wiibrige Lésung von mittelreiner Co-Zymase, die ein Gemisch beider | 


Aktivatoren darstellt, durch eine frisch hergestellte Siule von Aluminium. 
oxyd laufen lat (evtl. unter vermindertem Druck), so fluoresciert der 


obere Teil der Siule vor der Analysenquarzlampe kriftig weiBblau, der | 
untere Teil fluoresciert nicht, und das Filtrat zeigt wiederum starke Fluores. | 
cenz. Auch beim wiederholten Durchwaschen indert sich die Verteilung | 


der fluorescierenden Substanzen nicht wesentlich. 


Um die Verteilung der Co-Dehydrasen zu ermitteln, muBte die Siule | 
empirisch aufgeteilt werden und jede Schicht ebenso wie das Filtrat und | 
das Waschwasser in drei verschiedenen Systemen gepriift werden, nimlich | 


im System der alkoholischen Girung, im System der Alkoholdehydrierung 


und im System der Robisonesterdehydrierung. Die auf dem Adsorbens | 
haftenden Co-Dehydrasen waren in simtlichen 3 Systemen wirksam, so daf | 
eine Elution zunichst nicht nétig war, wenn man ein Bild iiber den Ver. | 


lauf der Adsorptionsanalyse gewinnen wollte. 


Bevor auf die Ergebnisse der Adsorptionsanalyse eingegangen wird, 
sei zunichst einiges zur Methodik der Auswertung der ,,Co-Dehydrase II" | 


mitgeteilt. 


Auswertung von Co-Dehydrase II. Ohne eine absolute Mengen- 
bestimmung der Co-Dehydrase II anzustreben, haben wir zum Zwecke des | 


Vergleiches verschiedener Priiparate eine vorliufige ,,Wirkungseinheit“ der 


Co-Dehydrase II eingefihrt, die folgendermafen definiert ist: die Wirkungs- 


einheit der Co-Dehydrase II (eine C II-Kinheit) ist enthalten in derjenigen 


Menge eines Priparates, welche in einem Standardpriifsystem eine Wasser- | 
stoffiibertragung von 1 cmm H, in 1 Minute bewirkt, errechnet aus der Ent- 


fiirbungszeit des Methylenblaus im Thunbergversuch. 
Das Priifsystem hat folgende Zusammensetzung: 


0,25 cem Robisonesterlésung (0,2 g Robisonester—Calciumsalz mit 10 ecm 


m/15-Phosphatpuffer p,;, = 7,6 umgesetzt, vom Calciumphosphat | 


abzentrifugiert), plus 


0,25 cem Dehydraselésung [,,Zwischenferment“ nach O. Warburg und | 


W. Christian], plus 


0,25 Flavinenzymlésung [0,2 g eines nach der Chloroformmethode’) 


nach Warburg und Christian gereinigten Pripuarates, gelést 
in 10 cem Wasser], plus 

0,4 cem m/10-Phosphatpuffer, py = 7,6, plus 

0,5 cem Methylenblau 1: 5000. 


Mit Co-Enzymlésung und Wasser auf 1,9 cem Gesamtvolumen ergiinzt. | 


Versuchstemperatur 30°. 
Fiir alle Versuche wurde ein und dasselbe Zwischenfermentpriparat 


verwendet, welches seine Wirksamkeit beim Aufbewahren bei 0° unter | 


Toluol mehrere Wochen unveriindert beibehilt. 
Bei Zugabe steigender Mengen von Co-Dehydrase II aus Hefe oder 
von Blutzellen-Co-Ferment nach Warburg und Christian’) zu diesem 


Priifsystem erhilt man eine allmihlich ansteigende, dann geradlinig ver- 


laufende Kurve fiir die Reaktionsgeschwindigkeit, bis — bei einer Ent- 
firbungszeit von 1,5 Minuten — die Vollaktivierung des Systems erreicht, 
d. h. die Geschwindigkeit nicht mehr durch das Co-Enzym, sondern durch 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. IX. 957 


eine der beiden enzymatischen Komponenten bestimmt ist. Eine derartige 
Kurve, die mit Hilfe einer Lésung von Co-Dehydrase II (,,Lésung B“ nach 
0. Warburg und W. Christian) aus Pferdeblutkérperchen gewonnen ist, 
jst in der Figur dargestellt. Diese Kurve dient als Eichkurve und die Aus- 
wertung erfolgte so, da8 die mit einer bestimmten Gewichtsmenge des zu 
priifenden Priparates erhaltene Reaktionsgeschwindigkeit in der Kurve auf- 
gesucht und die dem betreffenden Punkt der Kurve entsprechende Strecke 
auf der Abszisse ermittelt wurde. Aus dieser Strecke wurde sodann die 
Anzahl der Wirkungseinheiten im Proportionalititsbereich der Kurve 
graphisch ermittelt. 
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Steigende Menge Codehyarasel 


Beispiel einer Adsorptionsanalyse. Als Beispiel soll die Trennung 
von Co-Dehydrase II und Co-Zymase aus einem Priiparat beschrieben werden, 
welches nach dem oben mitgeteilten Verfahren aus der Cuprofillungs- 
Mutterlauge einer Co-Zymasedarstellung erhalten worden war. Das Priiparat 
enthielt nach der Auswertung im Apo-Zymasesystem Co-Zymase im Betrag 
von ACo = 26000. Entsprechend den friiher angegebenen Werten waren 
40 Co-Einheiten entsprechend 100 y ausreichend, um das System der Alkohol- 
dehydrase voll zu aktivieren. Nach der Auswertung im Standardsystem 
enthielt das Priparat 26000 C II-Einheiten per Gramm, d. h. in 38 
des Priiparates war eine Wirkungseinheit enthalten. 100 mg des Priiparates 
wurden in 10 cem Wasser geldést (von einem unléslichen Riickstand wurde ab- 
zentrifugiert) und die Lésung auf eine Siule von Aluminiumoxyd gegeben. 
Die Adsorptionssiule, die durch Aufschiitten einer wiBrigen Suspension von 
Aluminiumoxyd in ein mit einem Wattebausch und Drahtnetz abgeschlos- 
senes Glasrohr hergestellt war, war 80 mm hoch und hatte 7 mm Durch- 
messer. Unter schwachem Saugen wurde zuerst mit 15 cem Wasser nach- 
gewaschen und das erste Filtrat (21 ccm) gesondert aufgefangen. Hierauf 
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wurde mit 100 cem Wasser nachgewaschen (Waschwasser). Nach Beendi. | 
gung der Adsorption, die etwa 2 Stunden dauert, wird das Rohr an geeig. | 
neten Stellen abgeschnitten und der fluorescierende Teil der Siule in kleinere. 
der nicht fluorescierende Teil in gréBere Schichten abgeteilt. Die Adsorbat. | 
schichten werden im Vakuumexsiccator getrocknet und gewogen. Geeig. | 
nete Gewichtsmengen der Adsorbate werden hierauf nach der im hiesigen | 
Institut tiblichen Girungsmethode auf ihren Co-Zymasegehalt gepriift und © 
in Thunbergversuchen werden die Adsorbate auf Wirksamkeit in den_ 
Systemen der Alkoholdehydrase sowie der Robisonesterdehydrase untersucht. 
Das gleiche geschieht mit Filtrat und Waschwasser. Beziiglich der Methodik | 


der Giirungsbestimmung sei auf die Beschreibung von Myrbick und 


Euler“), beziiglich der Zusammensetzung des Alkoholdehydrasesystems aut | 
unsere friiheren Mitteilungen verwiesen. Die Bestimmung der Co-Dehydrase II- 
Wirkung erfolgte in dem oben beschriebenen Standardpriifsystem der 
Robisonesterdehydrierung. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse — 
dieser Auswertung zusammengestellt. Schicht Nr. I bedeutet die oberste | 


Zone, Schicht Nr. VI die unterste Zone des ,,Chromatogramms“. Die Co- 


Werte sowie die Werte fiir die C II-Kinheiten sind auf 1 g Adsorbat bzw. | 
1 ecem Lésung (bei Filtrat und Waschwasser) bezogen. Fir die Wirksam- 


keit im Alkoholdehydrasesystem sind einfach die Entfirbungszeiten aus dem 
Thunbergversuch angegeben. 


Wirksamkeit 
Schicht b. d. Alkohol- 
des Chromato- Co-Einheiten dehydrase II-Einheiten 
gramms (je 10 mg 
Adsorbat) 
Co/g Entfirbungs- 
Nr. | mg Gesamt zeit (Min.) Gesamt 
I 159 350 56 Co 64 1840 | 294 
II 174 260 45 72 800 | 140 
Ill 146 70 10 150 124 18 
IV 240 160 39 98 0 0 
V 503 90 45 74 0 0 
VI 380 — 0 > 180 0 0 
Filtrat | 21 ccm 4Co/cem| 84 0 0 
Wasch- 
wasser| 94cem] 19 Co/cem) 1980 18 (0,5 cem) 0 0 | 
Summe: 2260Co Summe: 452 CII-Einh. 


Es ergibt sich also, daB Co-Dehydrase II und Co-Zymase sich bei der | 


Adsorptionsanalyse grundsitzlich verschieden verhielten. Co-Dehydrase II 
ist in den drei obersten Schichten, d. h. im oberen Dritiel der Siule, fest- 
gehalten worden, wobei innerhalb dieses Drittels die Verteilung wieder der- 
art ist, daB der C I]-Gehalt von oben nach unten stark abnimmt. Die Co- 
Dehydrase II wird auBerordentlich fest adsorbiert. 


44) Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente S. 1297. 


I 
wieder 
Co-Zy) 
der Ai 
Schich 
stattge 
irgend 
oxyd 

Tatsac 
erlaub 
iibertr 

I 
die L 
anwen 
Wenn 
genom 
tiefere 
fiihru 
vorgez 

] 
der C 
Verha 
auch 
aus H 


Die E 
durch 
KH,P 
Sinn, 
welch 
wie d 
ein m 
fiihrer 
Schiit 
Dehy: 
phosp 

€ 
sich, 
aus 

noch 
st6rer 
diinnt 
Elutic 


0. D: 


> 
4 
| 
| q 
i 
; 
| 
i 
i 
4 
| 
i 
) 
| | 
| { 
4 
4a 
3 4; 
i 
¥ 
| ; 
| 
4 
4 
; 
j 
| 
j 
t 
| 
1 
i 
| 
i 
il 
} 
$ 


Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. LX. 959 


Dagegen ist die Co-Zymase zum weitaus gréBten Teil im Waschwasser 
wiedergefunden worden. Nur etwa 10°/, der insgesamt wiedergefundenen 
Co-Zymase sind noch auf der Siule verteilt, und soweit die Genauigkeit 
der Auswertung es zulift, kann man sagen, daB in den beiden obersten 
Schichten eine gewisse Anreicherung des adsorbierten Anteils der Co-Zymase 
stattgefunden hat. Es ist wahrscheinlich, daB hier die Co-Zymase durch 
irgendwelche Verunreinigungen, die eine starke Affinitiit zum Aluminium- 
oxyd haben, mit festgehalten worden ist. 

Die Adsorptionsanalyse demonstriert also nicht nur sehr deutlich die 
Tatsache der Verschiedenheit von Co-Dehydrase II und Co-Zymase, sie 
erlaubt auch eine praktisch vollstindige Trennung der beiden wasserstoff- 
iibertragenden Co-Enzyme. 

In ganz analoger Weise verliuft die Adsorptionsanalyse, wenn man 
die Lésung irgendeines Gemisches aus Co-Zymase und Co-Dehydrase II 
anwendet, wie es z. B. bei mittelreinen Co-Zymasepriiparaten vorliegt. 
Wenn das Entwickeln des Chromatogramms mit nur wenig Wasser vor- 
genommen wird, so kann man die Co-Zymase gelegentlich auch in einer 
tieferen Schicht der Siule anstatt im Waschwasser finden. Da diese Aus- 
fiihrung der Analyse jedoch nicht immer reproduzierbar ist, haben wir es 
vorgezogen, die Co-Zymase immer moéglichst vollstiindig auszuwaschen. 

Die Trennung gelingt selbstverstindlich genau so bei einer Lésung 
der Co-Dehydrase II aus Blutzellen*), und, wie schon ausgefiihrt, war das 
Verhalten des Warburgschen Co-Ferments bei der Adsorptionsanalyse 
auch ein Hinweis auf die Identitét der wirkungsgleichen Co-Dehydrasen 
aus Hefe und Blutkérperchen. 


Elution der Co-Dehydrase II von Aluminiumoxydadsorbaten. 
Die Elution gelingt ausgezeichnet mit primiirem Kaliumphosphat, am besten 
durch Anwendung von Wiirme. Man kann sehr verdiinnte Lésungen von 
KH,PO, verwenden (m/50—m/100). Die Anwendung von KH,PO, hat den 
Sinn, daB man dabei im Stabilititsoptimum der Co-Dehydrase II arbeitet, 
welches nach den Versuchen von Euler und Giinther*) im selben Bereich 
wie das der Co-Zymase, niimlich bei 4,5 liegt. In diesem py-Gebiet kann 
ein miBiges Erwirmen nicht zu einer merklichen Zerstérung des Co-Enzyms 
fihren. Aus vergleichenden Versuchen ergab sich, da bei 1stiindigem 
Schiitteln des Adsorbates mit m/60-KH,PO, nur etwa */,; derjenigen Co- 
Dehydrase II-Menge in Lésung gehen, die man beim Erwirmen mit Kalium- 
phosphat auf 60° wihrend '/, Stunde in Lésung bringt. 

Co-Dehydrase II aus Blutzellen, auf Aluminiumoxyd adsorbiert, verhiilt 
sich, wie zu erwarten, bei der Elution genau so wie Co-Dehydrase II 
aus Hefe. 

Fiir die weitere Reinigung der Co-Dehydrase II aus den Eluaten, die 
noch durchgefihrt werden soll, schien der Phosphatgehalt der Elutionslésung 
stérend. Mit anderen schwachen Siuren, z. B. mit Essigsiiure oder ver- 
diinnter Schwefelsiiure, welche leicht entfernbar wiire, gelang aber die 
Elution bisher noch nicht. 


*) Die Versuche mit Blutzellen-Co-Ferment wurden von Herrn 


O. Dahl ausgefihrt. 
45) Svensk Kemisk Tidskr. 47, 285 (1935). 
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Zusammenfassung. 


1. In der Einleitung zur vorliegenden Arbeit werden dic | 
Kenntnisse iiber diejenigen Dehydrasesysteme zusammengefaft, 
an denen neben dem eigentlichen Traiger der Dehydrase eine © 


Co-Dehydrase und Flavinenzym beteiligt sind. 


2. Hefe enthalt neben Co-Zymase ein weiteres Co-Enzym — 
enzymatischer Dehydrierungen, welches als identisch angesehen — 
wird mit dem von Warburg und Christian isolierten Co-Fer- | 
ment aus roten Blutzellen. Wir nennen dieses zweite Co-Enzym — 


der Dehydrierung ,,Co-Dehydrase II“. 


3. Die Spezifitit der Trigerkomponente der Dehydrasen gegen- 
tiber den beiden Co-Dehydrasen wird an einigen Beispielen er- 


drtert (vgl. auch die beiden nachstehenden Arbeiten). 


4. Die Spezifitit der Dehydrase gegeniiber den Substraten 


wird besprochen. 
5. Die Co-Zymase fungiert als Wasserstoffiibertriiger. Sie 


stimmt in dieser Funktion iiberein mit der Co-Dehydrase II — 


(Warburgs ,,wasserstoffiibertragendem Co-Ferment*). 


6. Es wird eine Vorstellung angegeben iiber die Beteiligung _ 


von Dehydrasesystemen bei Dismutationen. 


7. Der Nachweis von ,,Co-Dehydrase II“ in Hefe sowie ihre | 


Abtrennung von Co-Zymase wird beschrieben. 


8. Ein Nomenklaturvorschlag wird S. 242 gemacht. Nach dem- | 


selben wire: Apodehydrase + Co-Dehydrase = Dehydrase (Holo- 
dehydrase). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. X. 


Zur Kenntnis der Milchsdiuredehydrase und der Apfelsiuredehydrase 
aus Herzmuskel. 


Von 


E. Adler und M. Michaelis. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1935.) 


Vor kurzem?) haben wir in der Milchsiuredehydrase aus Hefe 
ein System gefunden, welches sich von den typischen Flavinenzym- 
systemen dadurch unterscheidet, daB es zur anaeroben Dehydrie- 
rung des Substrates weder der Mitwirkung eines dialysierbaren 
Co-Enzyms, noch des Flavinenzyms bedarf. In der Zwischenzeit 
haben Wagner-Jauregg und Mdller?’) mitgeteilt, auch die 
Lacticodehydrase aus Bacterium Coli ohne Flavinenzym fungiert, 
und die Autoren ziehen den Schlu8, daB Flavinenzym aus Hefe 
fir die anaerobe enzymatische Dehydrierung der Milchsiure zu 
Brenztraubensiiure belanglos sei. 

Nun ist aber seit langem bekannt, da die Milchsiure- 
dehydrierung durch Herzmuskeldehydrase der Mitwirkung eines 
Co-Fermentes bedarf [Szent-Gyérgyi’), B. Andersson‘), E. und 
M. E. Boyland®)] und B. Andersson hat gezeigt, daB das aus 
Herzmuskel isolierte Co-Fermentpriparat Co-Zymase enthilt, welche 
auch tatsichlich bei der Dehydrierung wirksam ist. 

Auf Grund der Ergebnisse iiber den Mechanismus der Wasser- 
stoffiibertragung in solchen Systemen, welche zusammengesetzt 
sind aus Dehydrase, Co-Dehydrase und Flavinenzym, ist es auBer- 
ordentlich wahrscheinlich, da8 ein System, fiir welches Co-Zymase 
notwendig ist, auch Flavinenzym als unentbehrlichen Bestandteil 
enthilt. Diese Auffassung ist in der vorangehenden Arbeit®) aus- 
fiihrlich begriindet und sie stimmt iiberein mit dem von Warburg, 


1) E. Adler u. M. Michaelis, Diese Z. 235, 154 (1935). 

*) Diese Z. 236, 216 (1935). 

8) Biochem. Z. 157, 50 (1925). — Banga, Szent-Gyérgyi u. Vargha, 
Diese Z. 210, 228 (1932). — Banga u. Szent-Gyorgyi, Diese Z. 217, 39 
(1933). 

4) Diese Z. 225, 57 (1934). 5) Biochemic. J. 28, 1416 (1934). 

6) H. v. Euler und E. Adler, Diese Z. 238, 233 (1936). 
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Christian und Griese’) fir das System des wasserstoffiiber. | 
tragenden Co-Ferments aus Blutzellen (Co-Dehydrase ent- 
wickelten Mechanismus. Flavinenzym ist das einzige uns bisher — 
bekannte biologische Oxydationsmittel der reduzierten Form der 


Co-Zymase bzw. der Co-Dehydrase II. 


Ks war deshalb wichtig nachzuweisen, ob auch das System . 
der Milchsiuredehydrase des Herzmuskels, welches Co-Dehydrase 


benétigt, Flavinenzym als notwendige Komponente enthilt. 


Die zweite Frage, die uns beschiftigte, war die der Co-Enzym- 
spezifitit dieses Systems. Die Gesichtspunkte, unter denen diese 
Frage allgemein betrachtet werden mui, sind ebenfalls schon in | 
der voranstehenden Mitteilung wiedergegeben, so daB wir uns hier © 


auf die experimentellen Angaben beschriinken kénnen. 


Die Milchsiuredehydrase wurde nach den Angaben von E. und © 
M. E. Boyland®) hergestellt; an Stelle der von den Autoren verwendeten — 
Schaf- oder Kilberherzen wurden schlachtfrische Schweineherzen als Aus. — 
gangsmaterial angewandt. — Die Dehydrasewirkung wurde wie iiblich nach — 
der Methode von Thunberg und Ahlgren bestimmt, die Versuchstemp. — 


war 30°. 


Ergebnisse. 


A. Die Milchséuredehydrase aus Herzmuskel. 
1. Flavinenzym als Komponente des Systems. 


Die Dehydraselésungen enthalten entsprechend dem hohen 
Gehalt des Herzmuskels an hochmolekular gebundenem Flavin 
sehr erhebliche Mengen dieses Stoffes, und es besteht Grund zu 
der Annahme, daB auch hier, wie in der Hefe, das hochmolekular 
gebundene Flavin als Flavinenzym wirksam ist. Tatsichlich kann 
man die Aktivitit eines durch Co-Zymase ergiinzten Dehydrie- 
rungssystems durch Zusatz von Flavinenzym nicht beeinfluBen. 
Wir haben uns deshalb bemiiht, eine wenigstens so weitgehende 
Trennung von Flavinenzym und Dehydrase durchzufiihren, dai 
das Eigenflavinenzym der Lésung nicht mehr zur vollen Akti- 
vierung der Dehydrase ausreichend ist. 

Tab. 1 gibt zunaichst eine Charakteristik der angewandten 
Enzymlésung. 

Diese Versuche bestitigen den Befund Anderssons, daB 
Co-Zymase als Aktivator der Lacticodehydrase des Herzmuskels 
fungiert; zur Frage des Flavinenzymbedarfs kénnen diese Versuche 
keinen Aufschlu8 geben. Die folgenden Adsorptionsversuche sind 
jedoch geeignet, diese Frage zu beantworten (Tab. 2 und 3). 


) Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
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Tabelle 1. 


Substrat: m/10-Natriumlactat. — Dehydrase: wiBriger Extrakt aus Aceton- 
Trockenherz nach Boyland‘). — Flavinenzym: 0,2 g nach Warburg und 
Christian®) dargestelltes und nach der Chloroformmethode gereinigtes Pri- 
parat, gelést in 10cem Wasser. — 0,1 m Phosphatpuffer py = 8,3. Co-Zymase: 
mittelreines Priparat ACo= 80000; 0,1 ccm der Lésung enthialt 50 Co-Einheiten ; 
das Priparat enthilt Co-Dehydrase II neben Co-Zymase. — Methylenblau 1: 5000. 


Ent- 
n - n- o- 

Nr. | Lactat Puffer | Wasser} Mb_ | farbungs- 
zeit 
eem ecm ecm ecm cem ecm Min. 
1 0,25 0,25 0,25 0,1 0,65 _ 0,25 4 
2 0,25 0,25 — 0,1 0,65 0,25 0,25 4 
3 — 0,25 0,25 0,1 0,65 0,25 0,25 90 
4 0,25 0,25 0,25 — 0,65 0,1 0,25 >240 
5 0,25 — 0,65 0,6 0,25 > 240 
6 0,25 0,25 — — 0,65 0,35 0,25 > 240 


a) Adsorption mit Aluminiumhydrat C, und Elution mit Na,HPQ,. 
Tabelle 2. 


5 ecem der zu den Versuchen in Tab. 1 verwendeten Lacticodehydrase- 
lésung wurden mit 1 cem einer Suspension von Aluminiumhydrat C, (nach 
Willstitter) 20 Minuten unter gelegentlichem Umschiitteln stehen gelassen. 
Hierauf wird zentrifugiert, die Adsorptionsrestléisung abgegossen, das 
Adsorbat 1mal mit Wasser gewaschen und sodann 2 mal eluiert durch 
20 Minuten langes Behandeln mit je 2 ccm m/15-Na,HPO,. In der Tabelle 
ist die Wirksamkeit der so erhaltenen Fraktionen jeweils ohne und mit 
Zusatz von 0,25 cem Flavinenzym angegeben. Im iibrigen entspricht die 
Zusammensetzung der Ansiitze denen der Tab. 1. Die Ansiitze ohne Flavin- 
enzym enthalten 0,25 cem Wasser. 


0,25 cem | Entfirbungszeit 
Nr. Dehydraselésung Min. 
1 0,25 eem Adsorptionsrestlésung + 9 
2 0,25 ccm desgl. 11 
3 0,25 cem Eluat 17 
4 0,25 cem desgl. i 50 
5 0,25 cem Eluat II + 30 
6 0,25 desgl. 86 


Durch die Behandlung mit Aluminiumhydrat ist der Enzymlésung 
ein Teil der Dehydrase entzogen worden, wie aus dem Vergleich 
zwischen Versuch 1 der Tab. 2 und Versuch 1 der Tab. 1 hervor- 
geht. Das Verhiltnis zwischen Dehydrase und Flavinenzym ist 
offenbar zuungunsten des Flavinenzyms verschoben worden, denn 


8) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1938). 
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ein Zusatz von letzterem zur Adsorptionsrestlésung bringt eine, 
allerdings nur geringfiigige, Aktivierung zustande. In den Eluaten 
wird jedoch die Flavinenzymabhingigkeit des Systems deutlicher, 
die Versuche ohne Flavinenzymzusatz zeigen die dreifache Ent- 
farbungszeit gegentiber den Versuchen mit zugesetztem Flavinenzym. 


b) Versuch zur Trennung von Dehydrasetriger und Flavinenzym 
durch Adsorptionsanalyse. 

Die Trennung von Enzymen nach dem Prinzip der chromato- 
graphischen Analyse ist unseres Wissens noch nicht versucht 
worden. Wir wandten eine 5cm hohe und 7 mm breite Siule 
von Aluminiumoxyd (Merck, standardisiert nach H. Brockmann) 
an und filtrierten die Enzymlésung langsam durch die Siule. 
Da sich zeigte, daB das Filtrat noch reichlich Dehydrase und 
Flavinenzym enthielt, wurde es noch 2mal durch die Siule ge- 
geben. Hierauf wurde mit etwa 20 com Wasser nachgewaschen, 
die Saiule in 4 gleiche Stiicke aufgeteilt, die Schichten im Vakuum 
getrocknet und je 0,1 g der Adsorbate als Dehydrasepriaparat mit 
und ohne Zusatz von Flavinenzym ausgewertet (Tab. 3). Schicht I 
ist die oberste, Schicht IV die unterste Zone der Siule. 

Aus den Versuchspaaren 2 und 3 sowie 4 und 5 geht her- 
vor, da8 durch wiederholte Filtration der Enzymlésung durch die 
Adsorptionssiule Flavinenzym in etwas stirkerem MaBe zuriick- 


Tabelle 3. 
Ent- 
Nr. Dehydrase firbungszeit 
Flavinenzym Min. 
1 0,25 cem der urspriingl. Enzymlésung + 7 
2 0,25 ecm desgl. -- 8 
3 0,25 ccm Filtrat nach 1 mal. Adsorption + 19 
4 0,25 cem desgl. — 25 
5 0,25 cem Filtrat nach 3 mal. Adsorption oo 57 
6 0,25 ecm desgl. _ 150 
7 0,1 g Schicht I oe 104 
8 0,1g  desgl. 180 
9 0,1 g Schicht II + 70 
10 0,1g  desgl. 115 
11 0,1 g Schicht III + 50 
12 01g  desgl. 180 
13 0,1 g Schicht IV + 45 
14 01g  desgl. -- 180 
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gehalten worden ist als die Dehydrase. Die Auswertung der 
Schichten ergibt, daB eine scharfe Abtrennung der beiden Kom- 
ponenten nicht erfolgt ist, sondern daB diese diffus iiber die Siule 
verteilt sind. Die insgesamt geringen Effekte kénnen natiirlich 
auch auf eine Schidigung der Enzyme oder auf eine Verminde- 


rung der Wirksamkeit im adsorbierten Zustande zuriickzufiihren 


sein. Immerhin ist es deutlich, unteren Teil der Séule 
ee Anreicherung der Dehydrase und eine Verarmung an Flavin- 
enzym stattgefunden hat, so daB der Zusatz von Flavinenzym 
hier einen ganz iiberzeugenden Effekt auslést. 

Ks ist wahrscheinlich, daf man durch systematische Wahl 
des Adsorptionsmittels und der Versuchsbedingungen eine bessere 
Trennung der Komponenten erzielen kann und daf die Methode 
auch in anderen Fillen zur Trennung von Enzymgemischen 
brauchbar sein wird. 

Aus den vorangehenden Versuchen ergibt sich also, dab 
Flavinenzym im System der Lacticodehydrase aus Herz- 
muskel fungieren kann, und auf Grund der theoretischen 
Forderung, die sich aus den Beziehungen zwischen Co-Zymase 
und Flavinenzym ergibt®), diirfen wir schlieBen, da8 das Flavin- 
enzym einen notwendigen Bestandteil dieses Dehydrasesystems 
darstellt. 

Th. Wagner-Jauregg und Méller?) haben in einer Arbeit, 
die nach Ausfiihrung dieser Versuche erschienen ist, mitgeteilt, 
daB ihnlich wie beim Enzym der Colibakterien und dem der 
Hefe auch bei der Lacticodehydrase aus Muskel Flavinenzym 
nicht Bestandteil des Systems sein diirfte. Die friher von 
Wagner-Jauregg am Muskelenzym beobachtete Flavinenzym- 
aktivierung sei nur scheinbar, denn dieselbe Aktivierung werde 
auch durch hitzeinaktiviertes Flavinenzym hervorgerufen. Fiir 
die von uns studierte Milchsiiuredehydrase des Herzmuskels ist 
aber die Beteiligung von Flavinenzym durchaus sicher, denn, wie 
wir uns an einem geeigneten Dehydrasepriparat iiberzeugt haben, 
gelingt die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit nur mit 
frischer, nicht mit aufgekochter Flavinenzymlésung. 


2. Co-Enzymspezifitiit der Milchstiuredehydrase aus Herzmuskel. 


Es war fir die Frage der Co-Enzymspezifitit von De- 
hydrasen*) sehr wichtig, an der Milchsiuredehydrase zu priifen, 
ob Co-Dehydrase II imstande ist, die Co-Zymase zu ersetzen. 
Co-Dehydrase II ist ja nach den Angaben von Warburg und 
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Christian®) im Herzmuskel enthalten und ihre Mitwirkung an 
der Lacticodehydrase war denkbar. Die Co-Enzymfunktion der 
Co-Zymase war zwar durch die Versuche von B, Andersson‘) 
schon sehr wahrscheinlich, aber es war dennoch notwendig, seine 
Befunde mit reiner, d.h. von Co-Dehydrase II freier Co- 


Zymase zu bestatigen. Es konnte ja der von Andersson | 


durchgefiihrte Vergleich zwischen Girungsaktivierung und Co- 


Dehydrasewirkung des Szent-Gyérgyischen Co-Fermentpripa- | 


7" rates einerseits und dem gleichen Ver- 


seits dadurch getriibt worden sein, daf 
die Proportion zwischen Co-Zymase 


Enzympriparaten zufillig annihernd 


30 
S dieselbe war. In diesem Falle kénnten 
3 die Ergebnisse Anderssons nach dem | 
we heutigen Stand der Kenntnisse keinen 
8 Aufschlu8 dariiber geben, ob Co-Zy- 


mase oder Co-Dehydrase II wirk- 
sam waren. 


Fiir unsere Versuche wurde als 

“co Co-Zymase ein héchstgereinigtes Pri- 

Fig. 1. parat}°) verwendet (ACo = 400000), das 

vollkommen frei von Co-Dehydrase II 

war. 80 Co-Einheiten des Priparates aktivierten das System der 

Alkoholdehydrase maximal, waren aber im System der Robison- 
esterdehydrierung voéllig wirkungslos. 


Im Lacticodehydrasesystem war das reine Co-Zymasepraparat 
voll wuksam, ebenso wie irgendein mittelreines Priiparat, das noch 
Co-Dehydrase II enthalt. In Fig. 1 ist die Wirkung steigender 
Mengen Co-Zymase aufgetragen (Kurve I). Die Reaktions- 
geschwindigkeit, angegeben in cmm H,/60 Minuten, ist aus der 
Entfirbungszeit und der Methylenblaumenge errechnet!}). 


Zur Entscheidung der Frage, ob Co-Dehydrase II wirksam 
ist oder nicht, komplettierten wir das Co-enzymfreie System mit 
steigenden Mengen einer Lésung von Warburg und Christians 
Co-Ferment aus roten Blutzellen (,,Lésung B“)’). Diese Lésung 


*) Biochem. Z. 274. 112 (1984). 
H. vy. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, Diese Z. 287, I (1935). 
1) Vgl. H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 232, 10 (1935). 
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enthielt eine kleine Menge Co-Zymase’*), nimlich 20 Co/ccm. 
Die Co-Zymasebestimmung in dieser Lésung sowie in der zur 
Vergleichskurve benutzten Co-Zymase war an dem gleichen Apo- 


Zymasepriparat vorgenommen worden. 


Trigt man die angewandte Menge ,,Co-Fermentlésung B“ auf 
der Abszisse nach ihrem Gehalt an Co-Zymase (Anzahl Co-Kin- 
heiten) auf, so findet man (Fig. 1, Kurve II), daB die Reak- 
tionsgeschwindigkeit nicht einmal ganz diejenigen Werte erreicht, 


die der gleichen Co-Anzahl des reinsten Co-Zymasepriiparates 


entsprechen. Beriicksichtigt man, daB 0,2 ccm _ ,,Co-Ferment- 
lésung B“, in welchen 4 Co-Einheiten Co-Zymase enthalten sind, 
ausreichen zur Vollaktivierung eines Standardsystems der Robison- 
esterdehydrierung*), so kommt man zu dem SchluB, daB im 
obigen Versuch lediglich der Co-Zymasegehalt der ,,Co- 
Fermentlésung B“ zur Wirkung kam. Co-Dehydrase II 


@ (wasserstoffiibertragendes Co-Ferment aus Blutzellen nach War- 


burg und Christian) ist im System der Lacticodehy- 
drase aus Herzmuskel wirkungslos. Der Triger der Milch- 
siuredehydrase aus Herzmuskel ist spezifisch eingestellt auf Co- 
Zymase, er bildet nur mit-diesem wasserstoffiibertragenden Co- 
Ferment wirksame Dehydrasemolekiile. 

In analoger Weise wurde gefunden, daB die Co-Dehydrase I 
aus Hefe*) nicht als Co-Dehydrase im System der Milchsiure- 
dehydrase aus Herzmuskel fungiert, ein weiterer Hinweis fiir die 
Identitit von Warburgschem Co-Ferment und Co-Dehydrase I] 
aus Hefe. 


B. Die Apfelséuredehydrase. 


Entsprechend den Angaben von K. und M. E. Boyland’) ent- 
halt der Extrakt aus Trockenherzmuskel auch eine recht aktive 
Apfelsiuredehydrase. Die Frage der Identitit der Milchsiure- 
und der Apfelsiuredehydrase soll hier nicht weiter beriihrt werden. 

Fiir die Apfelsiiuredehydrase aus Skelettmuskulatur haben 
Wagner-Jauregg, Rauen und Moller?) die Beteiligung 
von Flavinenzym bereits sehr deutlich bewiesen; da Extrakte 
aus Skelettmuskel nur sehr geringe Mengen Flavinenzym ent- 
halten, kann eine Aktivititssteigerung durch Zusatz von Flavin- 
enzym eindeutig nachgewiesen werden. Die Notwendigkeit eines 


12) Vgl. H. v. Euler, E. Adler, F. Schlenk u. G. Giinther, Diese 


Z. 233, 120 (1935). 
18) Diese Z. 228, 275 (1984). 
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Co-Ferments fiir die Malicodehydrase aus Muskulatur geht schon 
aus Befunden von Utewski!4) hervor, und Holmberg") fand | 
einen aktivitatssteigernden | 
Hinflu8 verschiedener Co- | 
Enzympriaparate auf Apfel- | 
siiuredehydrase in Muskel- | 
Phosphatextrakten. 
ner-Jauregg und Mit- 
arbeiter verwandten bei 
ihren Versuchen ,,Co-Fer- 
mentlésung B“, die nach 
unseren fritheren Ergeb- 
nissen immer etwas Co- | 


Zymase enthilt. 


schen Co-Zymase und Co- 


bei der Apfelsiure- 


6 8 7% 7% dehydrase zugunsten der 


Co-Einheiten 


Co-Zymase aus. Der Ver- 


reinster Co-Zymase, die mit x bezeichneten Punkte geben die 


mit ,,Co-Fermentlésung B“ erhaltenen Werte an. Die Mengen | 
der letzteren Liésung sind der Anschaulichkeit halber wieder — 


nach Co-EKinheiten aufgetragen (5 Co entsprechen 0,25ccm Liésung). 
Zusammenfassung. 


1. Die Dehydrierung der Milchsiure durch Herzmuskelenzym | 


wird aktiviert durch Flavinenzym. 
2. Co-Zymase ist das wasserstoffiibertragende Co-Enzym der 
Milchsaéuredehydrase aus Herzmuskel. Co-Dehydrase II (Co-Fer- 


ment aus Blutzellen nach O. Warburg und W. Christian sowie | 


Co-Dehydrase II aus Hefe) ist in diesem System unwirksam. 
3. Auch die Dehydrierung der Apfelsiure durch das gleiche 


Enzympraparat wird nur durch Co-Zymase, nicht durch Co-De- © 


hydrase II aktiviert. 


14) Biochem. Z. 228, 185 (1930). 18) Akad. Abhandl., Lund 1933. 


Die Entscheidung zwi- 


Dehydrase IT fiel nun auch © 


such entspricht ganz dem 
oben beschriebenen mit Milchséure (Fig. 2). Die mit bezeich- 
nete Kurve gibt die Reaktionsgeschwindigkeit bei steigenden Mengen | 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XI. 
Zur Kenntnis der Glucosedehydrase aus Leber. 


Von 
N. Das. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1935.) 

Vor einiger Zeit haben E, Adler und H.v. Euler?) gezeigt, daB 
das System der Glucosedehydrase, die D. Harrison?) aus Rinder- 
leber isoliert hat, der Mitwirkung von Flavinenzym bedarf. Da 
die Beteiligung eines Co-Enzyms schon durch die Untersuchungen 
von P. I.G. Mann‘), D. Harrison‘) sowie B. Andersson’) sicher- 
gestellt war, konnte diese Dehydrase in die Gruppe der typischen 
Flavinenzymsysteme eingereiht werden. 

Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Frage, welches 
der beiden nunmehr als Co-Dehydrasen erkannten Co-Knzyme in 
das System der Glucosedehydrase eingeht. B. Andersson hat 
nachgewiesen, daB in dem von Harrison aus Leber dargestellten 
Co-Enzympriparat der Dehydrase Co-Zymase enthalten ist, und 
damit wahrscheinlich gemacht, daB die Co-Zymase tatsichlich 
der Aktivator der Glucosedehydrase ist. Nun konnten aber etwas 
spiter Kuler und Mitarbeiter®) zeigen, daB auch das von Warburg 
und Christian’) aus Pferdeblutzellen gewonnene Co-Fer- 
ment der Robisonesterdehydrierung imstande ist, die Glucose- 
dehydrase zu aktivieren. 

Nach den letzten Ergebnissen von H. v. Euler und KE. Adler®°) 
enthalten nun Co-Zymasepriiparate aus Hefe, die nicht nach einem 
besonderen Verfahren !°) gereinigt sind, auch den von der Co-Zymase 


1) Diese Z. 232, 6 (1935). *) Biochemie. J. 25, 1016 (1931). 
3) Biochemie. J. 26, 785 (1932). *) Biochemie. J. 27, 382 (1933). 
5) Diese Z. 225, 57 (1934). 

® Euler, Adler, Schlenk u. Giinther, Diese Z. 253, 120 (1935). 
*) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 8) Diese Z. 235, 164 (1935). 

% Diese Z. 238, 283 (1936). 

10) H. v. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, Diese Z. 237, I (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXVIII, 19 


ne, X, 
schon | 
fand | 
nden | 
Co- | | 
pfel- 
skel- 
ag- | 
Mit- 
bei 
Fer- 
nach 
‘geb- 
Co- 
ZWi- | 
Co- | 
auch 
re- 
der 
Ver- 
dem 
ich- 
igen | 
die a 
gen 
der 4 
ng). | 
der a 
‘er- 
she 
Je- 


270 N. Das, 


verschiedenen Aktivator der Robisonesterdehydrierung (Co-De- 
hydrase II), der héchstwahrscheinlich identisch ist mit dem Blut- 
zellen-Co-Ferment von Warburg und Christian. Es war also 
gar nicht ausgeschlossen, daB bei allen friiheren Versuchen, in 
denen Co-Zymase verwendet worden war, in Wirklichkeit nicht die 
Co-Zymase selbst, sondern die Co-Dehydrase II das wirksame 
Prinzip darstellte. Da die Frage der Co-Enzymspezifitat der 
Dehydrasen sicherlich von Bedeutung ist fiir die nihere Kenntnis 
sowohl der Aufgaben der beiden Co-Enzyme wie der Natur der 
Trigersubstanzen, sollte auch die Glucosedehydrase daraufhin 
gepriift werden, ob Co-Zymase oder Co-Dehydrase II hier als 
prosthetische Gruppe fungieren. 

Die Gewinnung der Dehydrasepriiparate sowie Co-Fermentpriparate 
aus Leber geschah nach den von D. Harrison®*) angegebenen Vorschriften. 
Die Dehydraselésungen wurden durch Dialyse aus Cellophanschliuchen 
gegen flieBendes Wasser von restlichem Co-Enzym befreit. Als Versuchs- 
methodik wurde die von Thunberg angegebene Methode der Methylenblau- 
reduktion verwendet. 


I. Die Co-Enzyme der Glucosedehydrase. 
Tab. 1 zeigt zunichst die Wirksamkeit einer der angewandten 
Enzymlésungen und ihre Aktivierbarkeit durch Co-Zymase sowie 
durch Co-Ferment aus Pferdeblutzellen. 


Tabelle I. 


Substrat: Glucose 1 mol. — Flavinenzym: nach Warburg und Christian, 
gereinigt nach der Chloroformmethode, 0,2 g in 10 cem Wasser. — m/10- 
Phosphatpuffer py = 7,6. — Methylenblau 1 : 5000. 
Co-Enzyme: a) Co-Zymase aus Hefe, gereinigt nach Euler, Albers 
und Schlenk, ACo = 400000, nahezu frei von Co-Dehydrase II. 0,1 ecm 
der Lésung enthilt 20 Co-Einheiten. — b) Co-Ferment aus Pferdeblutzellen 
nach Warburg und Christian [,,Lésung B“ ’)] als Co-Dehydrase II. Die 
Lésung enthilt 26 C II-Einheiten®) per cem und 20 Co-Einheiten per ccm. 


Ent- 
Glu- |Enzym Flavin- 
Nr. | cose Co-Enzym | enzym | Puffer] Wasser} Mb 
Zel 
cem cem eem ecm cem ecem eem Min. 
0,25 | 0,4 01 | 0,5 | >240 
2 0,2 0,5 0,1 Co-Zym. | 0,25 0,4 ~- 0,5 6,5 
05 01 ,, 0,25 | 0,4 0,2 | 0,5 | >180 
4] 0,2 | 0,5 | 0,1Co-Deh. I] 0,25 | 0,4 — 14 
0,25 | 0,4 0,2 | 0,5 | >180 


Die Beantwortung der Frage nach der Wirksamkeit von reiner 
Co-Zymase und Co-Dehydrase II wurde erméglicht durch ver- 
gleichende Versuche iiber den EHinflu8 steigender Mengen reinster 
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Co-Zymase und ,,Co-Fermentlisung B“ auf die Dehydrierungs- 
geschwindigkeit. Das angewandte Co-Zymasepriparat wurde zu- 
nachst im System der Robisonesterdehydrierung darauf untersucht, 
ob es noch Co-Dehydrase II enthilt. Eine Menge des Praparates, 
die 40 Co-Einheiten entsprach, war jedoch in diesem System vollig 
wirkungslos und das Priparat kann deshalb als frei von Co-De- 
hydrase IT gelten. Die Lisung der Co-Dehydrase II war das oben 
angegebene Blutzellen-Co-Ferment (,,Lésung B“). In Fig. 1 sind 
die Ergebnisse des Vergleiches veranschaulicht. Es ergibt sich 

1. daB reinste Co-Zymase als Aktivator der Glucosedehydrase 
fungiert und 

2. daB in der Lésung des Blutzellen-Co-Ferments neben der 
vorhandenen Co-Zymase noch ein anderer Stoff wirksam sein mubB, 
und es ist am niichstliegenden, da dieser zweite wirksame Stoff 
eben das Warburgsche Co-Ferment, die Co-Dehydrase II ist. 


Senses 


Minuten 
S 


2 25 30 3 40 
Fig. 1. Co-Dehydrasewirkung von Co-Zymase (Kurve I) und Blut- 
zellen-Co-Ferment(Co-Dehydrase I) (KurvelII) imSystem der Glucose- 
dehydrase. Die angewandte Co-Zymase ist frei von Co-Dehydrase I. Alle 
iibrigen Lésungen sowie die Zusammensetzung der Ansiitze in den Thun- 
berg-versuchen entsprechen den Angaben in Tab. 1. Die Entfirbungszeiten 
sind umgerechnet auf Anzahl Kubikmillimeter Wasserstoff, die per Stunde 

auf das Methylenblau iibertragen werden. 


| 
45 50 55 60 


Die aus den Versuchen zu Fig. 1 gezogene Folgerung konnte 
bestitigt werden durch eine weitere Versuchsreihe (Fig. 2), in der 
Co-Zymase (Kurve I), Blutzellen-Co-Ferment (Kurve II) und 
Co-Dehydrase II aus Hefe (Kurve III) miteinander verglichen 

19* 
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wurden. Wenn man auch hier wieder auf der Abszisse die Mengen 
aller drei Co-Enzympriiparate nach den Co-Einheiten auftriigt, so 
findet man mit den beiden letzteren Lisungen eine erheblich stiir- 


kere Wirkung als mit Co-Zymase, was nur so gedeutet werden kann, | 


daB in den beiden letzteren Lésungen neben der in ihnen enthaltenen 
geringen Co-Zymasemenge auch die Co-Dehydrase II wirksam ist. 


9 2 Q4 06 08 710 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 
Co-L£inheiten 


Fig. 2. Wirkung von Co-Zymase (frei von Co-Dehydrase II) (Kurve J), 
Blutzellen-Co-Ferment (Kurve II) und Co-Dehydrase II aus Hefe 
(Kurve III) im System der Glucosedehydrase. Die Lésung der Co- 
Dehydrase II aus Hefe ist ein KH,PO,-Eluat, welches aus der obersten 
Zone einer chromatographischen Adsorption eines Gemisches von Co-Zymase 
und Co-Dehydrase II erhalten ist®), Das Eluat enthilt 6 C II-Einheiten 
pro cem und 4,0 Co pro cem. Alle iibrigen Lésungen und Zusammensetzung 
der Versuchsansiitze wie zu Fig. 1. 


Die Glucosedehydrase aus Leber stellt somat den ersten Fall 
eines Enzyms dar, welches sowohl durch Co-Zymase wie durch Co- 
Dehydrase II aktwiert wird. Bei allen anderen Dehydrasen, 
vielleicht mit Ausnahme der Hexosediphosphatdehydrase aus Hefe, 
ist bisher eine scharf ausgepriigte Spezifitit gegeniiber einem von 
den beiden Co-Enzymen gefunden worden, wie aus der Zusammen- 
stellung von Euler und Adler®) (S. 245) hervorgeht. 

Es muB allerdings betont werden, daS durch die vorliegenden 
Versuche noch nicht der Beweis erbracht ist, daB ein Trager mit 
zwei verschiedenen Co-Dehydrasen zwei am gleichen Substrat 
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wirksame Dehydrasemolekiile bilden kann; es besteht ja die Még- 
lichkeit, daB in der Enzymlésung zwei Traiger vorliegen, welche 
auf das eine bzw. das andere Co-Enzym spezifisch eingestellt sind. 
Zwischen diesen beiden Méglichkeiten sollte experimentell eine 
Entscheidung getroffen werden kénnen; wenn die beiden Co- 
Dehydrasen um ein und denselben Triiger konkurrieren, so sollte 
die Kinetik des Systems sich deutlich unterscheiden von der des 
anderen Systems, bei dem zwei verschiedene Triiger um das 
Substrat konkurrieren. Im iibrigen kann noch eine dritte Még- 
lichkeit gedacht werden, daf ein Traigermolekiil sich gleichzeitig 
mit beiden Co-Dehydrasemolekiilen verbinden kann. 


II. Nachweis von Co-Dehydrase II in Leber. 


Von besonderem Interesse war natiirlich die Frage, ob auch 
in der Leberzelle die Méglichkeit besteht, daB beide Co-De- 
hydrasen als Aktivatoren der Glucosedehydrase fungieren. Es 
gelang tatsiichlich ohne Schwierigkeit, die Anwesenheit von Co- 
Dehydrase II im Harrisonschen Co-Fermentpriparat aus Leber 
nachzuweisen. Co-Zymase war in diesem Priparat ja schon 
friiher von B. Andersson®) aufgefunden worden. 

Der Weg zum Nachweis der Co-Dehydrase II war folgender: 
Nach den Ergebnissen von Euler und Adler’) kann Co-De- 
hydrase If aus Hefe oder aus Blutzellen an einer Siule von 
Aluminiumoxyd adsorbiert werden, wobei sie in der obersten 
Zone der Siule haften bleibt, wihrend beigemengte Co-Zymase 
beim nachfolgenden Auswaschen ins Filtrat geht. 

10 ccm einer Liésung von Harrisons Co-Fermentpriparat, ent- 
sprechend 50 g Aceton-Trockenleber, wurden durch eine Siule von 
ALO, (Merck, standardisiert nach Brockmann) gegeben und die 
Saule mit 50ccm Wasser nachgewaschen. Die 50 mm hohe und 7mm 
breite Siule wurde in 5 Teile zerlegt und die einzelnen Schichten 
im Vakuumexsiccator getrocknet. Der Nachweis von Co-De- 
hydrase II erfolgte durch Priifung der Co-Enzymwirkung der 
Adsorbate im Robisonesterdehydrierungssystem [vgl. Euler 
und Adler®*)] und es ergab sich, daB die obersten 3 Schichten 
des ,,Chromatogramms“ Co-Dehydrase IJ-Wirkung besaBen. Dem- 
entsprechend waren diese Schichten auch wirksam im System 
der Glucosedehydrase. Daf die Adsorbate vollkommen frei 
waren von Co-Zymase, geht aus ihrer Unwirksamkeit im System 
der Alkoholdehydrase hervor. Wir haben darauf verzichtet, 
die Co-Zymase in dem Filtrat der Adsorption nachzuweisen, da 
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dieser Nachweis zuerst die Entfernung der groBen Mengen von 
Ammoniumsulfat erfordert hitte und da die Co-Zymase von 
Andersson ja eindeutig bestimmt worden ist. 


Tabelle 2. 


Auswertung der Schichten des ,,Chromatogramms“ eines Harrisonschen 

Co-Fermentpriiparates im System der Robisonesterdehydrierung [beziiglich 

der Zusammensetzung der Ansitze vgl. Euler und Adler%] und der 
Glucosedehydrase (vgl. Tab. 1). 


Ent- 
Nr. Dehydrase- Co-Enzym-Adsorbat firbungszeit 
system Min. 
1 , Schicht I, 20 mg 6 
2 Robison- Schicht Il, 16 mg 11 
3 ester Schicht III, 22 mg 38 
4, 5, 6 Schicht IV, V, VI, je 100 mg >180 
7 Schicht I, 20 mg 28 
8 Glucose | Schicht II, 16 mg 80 
9, 10, 11, 12 Schicht III—VI, je 100 mg > 180 


Es ist somit erwiesen, daf die Leber den Aktivator der 
Robisonesterdehydrierung (Warburgsches Co-Ferment, Co-De- 
hydrase II) enthalt und daB die Co-Enzymwirkung des Harri- 
sonschen Co-Fermentpraparates auf die Wirkung sowohl der Co- 
Zymase wie der Co-Dehydrase II zuriickzufiihren ist. 


Zusammenfassung. 


Im System der Glucosedehydrase aus Leber (D. Harrison) 
ist reine Co-Zymase wie auch Co-Dehydrase IJ (aus Blutzellen 
oder aus Hefe) als Co-Dehydrase wirksam. Die Glucosedehydrase 
stellt damit den ersten bekannten Fall einer Dehydrase dar, 
welche mit den beiden bekannten wasserstoffiibertragenden Co- 
Enzymen fungieren kann. 

Dieser Nachweis kann auch fiir die Funktion der Dehydrase 
in vivo Geltung haben, denn es ist gelungen, die Anwesenheit 
von Co-Dehydrase II in Leber zu zeigen. 


Herrn Prof. H.v. Euler sowie Dr. E. Adler miéchte ich fiir An- 
regung und Hilfe bei der Durchfiihrung dieser Versuche bestens danken. 
Der Stiftung ,,Lady Tata Memorial Trust of Bombay“ sei auch an 
dieser Stelle ergebenster Dank ausgesprochen fiir das gewiihrte Stipendium. 
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Uber Harnphosphatase. 
3. Mitteilung. 


Von 


Waldemar Kutscher und Alfred Wérner. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Januar 1936.) 


In einer friiheren Mitteilung’) wurde itiber Reinigungsversuche 
bei der Harnphosphatase berichtet, wobei durch Alkoholfallung 
Trockenpriiparate von zum Teil sehr hoher Aktivitaét erhalten 
wurden. Da aber diese Befunde schlecht reproduzierbar waren, 
wurde auf Wiedergabe von Fermentwerten verzichtet”) und ein 
anderer Weg zur Reinigung eingeschlagen. Im nachfolgenden 
berichten wir iiber Elektrodialyseversuche, deren Ergebnis uns 
fiir die Kenntnis der tierischen Phosphatasen mit saurem p,,-Optimum 
von allgemeinerem Interesse zu sein scheint. Diese Versuche 
wurden mit Mischharnen ausgefiihrt, in denen mindestens 2 Organ- 
phosphatasen mit saurem Optimum verschiedenen Ursprungs vor- 
kommen miissen. Die hoch aktiven Harnportionen (besonders 
Morgenharne) enthalten wohl vorwiegend Prostataphosphatase’%), 
bei allen iibrigen Harnanteilen handelt es sich wahrscheinlich um 
eine andere Organphosphatase noch unbekannter Herkunft (Niere, 
Erythrocyten usw.). 

Mittels Dialyse durch Pergament gelingt es alle krystalloiden 
Beimischungen des Harnes innerhalb von 5—6 Tagen gréBten- 
teils zu entfernen; es tritt dabei weder eine reversible noch 
eine irreversible Inaktivierung auf, wie sie fiir die alkalische 
Phosphatase charakteristisch ist*) und neuerdings auch bei der 


1) Diese Z. 235, 62 (1935). 

2) Interessanterweise haben Dmochowski u. Assenhajm, 
Naturw. 1935, 501 gerade bei den phosphatasereichen Harnportionen gute 
Erfolge bei der Darstellung hochaktiver Trockenpriiparate durch Alkohol- 
fillung gehabt; das ist mit den Eigenschaften der Prostataphosphatase nicht 
vereinbar, wie demniichst gezeigt werden soll. 

3) Diese Z. 236, 237 (1935). 

4) H. Jenner u. H. D. Kay, J. of. Biol. Chem. 93, 733 (1931). 

5) H. u. E. Albers, Diese Z. 232, 181 (1935). 
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sauren Phosphatase der Hefe*) beobachtet wurde. Im Gegenteil, 
es tritt fast regelmiBig eine Zunahme der Aktivitit zum Teil bis — 
zu 30°/, ein, die durch Fortfall der Phosphathemmung zu er- | 


kliren ist. 


Die so vorbereiteten Harne wurden einer weitergehenden — 
Reinigung durch Elektrodialyse unterworfen. Hier zeigte sich ein | 
deutlicher Unterschied gegeniiber der alkalischen Phosphatase, | 
die innerhalb weniger Stunden irreversibel inaktiviert wird. Die — 
Harnphosphatase la8t sich viele Stunden lang elektrodialysieren — 
und weitgehend von Elektrolyten befreien ohne die geringste © 
Nach 12—24 Stunden tritt regelmaBig eine 
Triibung auf, und es flockt eine geringe Menge eines braunen 
Damit 
ist eine starke Reinigung verbunden, da die iiberstehende Fliissig- — 
keit ihr Aussehen kaum verindert hat und noch die gesamten | 
Harnfarbstoffe und Kolloide enthilt. Der abzentrifugierte Nieder- | 
schlag wird in dem gleichen Volumen destillierten Wassers | 


AktivitiitseinbuBe. 


Niederschlags aus, der die gesamte Phosphatase enthilt. 


suspendiert; die Phosphatase geht langsam wieder in Lésung, da 


sie bei der Ausflockung nur mitgerissen wurde. Die Suspension — 
liBt man zweckmibig 24—48 Stunden stehen und zentrifugiert — 


dann einen geringen unléslichen inaktiven Anteil ab. Diese Phos- 
phataselésung wird nun so lange elektrodialysiert, bis die Strom- 
stiirke iiber eine lingere Zeitdauer nicht mehr abnimmt; sie ist 
in diesem Zustand einige Tage bestiindig. Von den vielen Ver- 
suchen seien hier nur zwei typische Beispiele wiedergegeben: 


1. Elektrodialyse bis zum Eintritt des Ausflockens. 


Im Vakuum eingeengter und vordialysierter Harn (diese Z. 235, 69/70). 
Fermentansatz: 1 ccm Harn bei 1 Stunde und 37°, 0,36°/, Glycerophosphat. 


Dialysedauer in Stunden . 0 1 12,5 | 3,75 5 | 6,5 8 
Spaltung mg P ..... 3,59 | 3,29 | 3,43 | 3,57 | 3,01 | 2,91 | 2,96 
Stromstirke MA..... 50 50 | 40 11 15 11 11 
Trockenriickstand mg/lecm | 22 1,05 
Gliihriickstand mg/1 cem . | 0,72 0,01 


Im Laufe von 8 Stunden ist also eine geringfiigige Abnahme 
bis auf 82,5°/, der Ursprungsaktivitiét eingetreten; der Ferment- 
wert des Priparates betrigt 28,2 PE pre 1 mg. Die Elektrodialyse 
hat zu einer starken Abnahme der anorganischen Begleitstoffe 


*) H. u. E. Albers, Arkiv for Kemi, Miner. och Geol. 12B, 1 (1935). 
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(bis auf 4°/, des Ausgangswertes) gefiihrt, was seinen Ausdruck 
im Glihriickstand findet. Der angefiihrte Versuch stellt einen 
ungiinstigen Fall dar; in den meisten Fallen trat in den ersten 
12 Stunden iiberhaupt keine Abnahme der Fermentaktivitit, eher 
eine kleine Zunahme, ein. Nach 8'/, Stunden Dialyse flockte das 
Ferment aus. 


2. Elektrodialyse bis zum Verschwinden der anorganischen 
Beimengungen. 


8 Tage vordialysierter Harn; Gesamtgehalt an Phosphatase bei Beginn 
der Elektrodialyse 11400 PE, Trocken- und Gliihriickstand ‘hnlich dem 
ersten Beispiel. 

Die Elektrodialyse begann mit einer Stromstiirke von 80 MA und wurde 
12 Stunden fortgesetzt, wiihrend dieser Zeit blieb die Fermentaktivitit kon- 
stant, am Ende derselben trat das oben beschriebene Ausflocken ein. Der 
iiberstehende Restharn enthielt in diesem Fall noch etwas Phosphatase. 
Der abzentrifugierte Niederschlag wurde in 500 cem (= Lésung) suspendiert 
und nach 2 Tagen ein inaktiver Riickstand abzentrifugiert. Die Phosphatase 
verteilte sich auf die beiden Anteile wie folgt: 


In der Lésung . . . 4920 PE 
Im Restharn . . . . 1870 PE 


6790 PE = 59,5°/,. 


Die Lésung enthielt nur noch 0,13 mg pro 1 cem Trockenriickstand 
(statt 0,95 mg/1 cem kurz vor dem Ausflocken) und war fast elektrolytfrei; 
sie wurde einer zweiten Elektrodialyse von 6 Stunden Dauer unterworfen, 
wobei die Stromstiirke trotz Ausschalten siimtlicher Widerstiinde sehr bald 
bis auf 1,7 MA absank und bei dieser Stromstiirke einige Stunden konstant blieb. 


Phosphatasewert bei Beginn: 12,5 PE/1 mg, 
am SchluB: 94,5 PE/1 mg, 
Trockenriickstand bei Beginn: 0,13 mg/1 cem, 
i. am Schlu8: 0,09 mg/1 cem, 
Glithriickstand Beginn: 0,06 mg/1 cem, 


am Schlub: nicht wiigbar. 


Nach Abbruch der Elektrodialyse enthielt die Lésung noch 4920 PE, 
d. h. genau soviel wie vor Beginn. 

Aus dem vorstehenden folgt, dab im ersten Teil der Elektro- 
dialyse (bis zur Ausflockung) keine oder keine nennenswerte In- 
aktivierung eintritt; mit der Ausflockung ist regelmiBig eine von 
Fall zu Fall verschieden groBe Inaktivierung des Enzyms ver- 
bunden, die aber reichlich durch die damit verbundene starke 
Abnahme unwesentlicher Verunreinigungen kompensiert wird. 
Wird die aus dem ausgeflockten Niederschlag hergestellte Phos- 
phataselésung weiter elektrodialysiert, so erweist sich das Enzym 
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als absolut bestiindig. Die Inaktivierung bei der Ausflockung kann | 


daher nicht mit derjenigen bei der alkalischen Phosphatase beob- 
achteten gleichgesetzt werden, da letzterer Vorgang sehr bald 
nach Beginn der Elektrodialyse einsetzt und — ohne von Disper- 
sititsinderungen begleitet zu sein — stetig bis zur totalen Enzym- 
zerstérung fortschreitet. Im Falle der Harnphosphatasen wird 
die partielle Inaktivierung wohl nur eine sekundire Begleit- 
erscheinung des MitreiBens des Enzyms durch ausfallende inaktive 
Harnbestandteile sein. Um sicher zu sein, dab unsere Ergebnisse 
der Elektrodialyse der Harnphosphatase nicht durch irgendwelche 
apparativen Unterschiede bedingt sind, wurde nach der Vorschrift 
von H. und E. Albers [*), S. 189] ein hochgereinigtes Phos- 
phatasepriiparat aus Schweinenieren hergestellt, welches 54,6 PE/mg 
enthielt. Dieses Priparat wurde bei 20 MA Stromstirke einer 


_ Elektrodialyse unterworfen; iibereinstimmend mit den Angaben 


dieser Autoren war das Enzym innerhalb von 2 Stunden voll- 
stiindig zerstort. 

Aus den eingangs erwihnten Griinden ziehen wir aus unseren 
Versuchen die SchluBfolgerung, daB sich die tierische Phosphatase 
mit saurem p,,-Optimum von dem alkalischen Enzym dadurch 
unterscheidet, daB sie sich unter den bisher untersuchten Be- 
dingungen wie ein homogener Stoff verhilt und offenbar keinen 
fiir seine Natur wesentlichen abdissoziierenden Komplex besitzt. 
Im gleichen Sinn sprechen auch Elektrodialyseversuche an der 
Erythrocytenphosphatase, welche sich im Prinzip ihnlich verhilt 
wie die Harnphosphatase. Nach 9 stiindiger Elektrodialyse, die zur 
Austlockung des gréBten Teiles des Hiimoglobins fiihrte, nahm die 
Fermentaktivitiit, gemessen an der Phenylphosphorsiurespaltung 
nur um etwa 18°/, ab; die Stromstiirke nahm von 50 MA in der 
ersten Stunde bis auf 0,9 MA in der 7. Stunde ab und blieb dann 
bis zum Ende konstant. Das enteiweiSte Filtrat war Cl-ionenfrei. 
Von einer Wiedergabe des gesamten Versuches wird hier abgesehen, 
da es sich nur um orientierende Versuche handelte und eine ein- 
gehende Untersuchung des Verhaltens der Erythrocytenphosphatase 
bei der Reinigung unerlaBlich ist. 

Da bei der Reinigung der Harnphosphatase autolytische 
Prozesse keine Rolle spielen, so darf angenommen werden, dab 
der kolloide Trager des Enzyms unveriindert bleibt; wir kénnen 
daher nichts dariiber aussagen, wie sich das Ferment verhalten 
wird, wenn eine Reinigungsoperation gewiihlt wird, bei der auch 
der kolloide Triiger angegriffen werden kann. 


Auf 


jverw 
Subst 
if lisch 
mit Fider ! 
a gebu 
| spalt 
| gescl 
/ ij 4 
niscl 
7 nicht 
= 
| sich 
phan 
pe Fliiis 
dahe 
| 
1 
| | | 
1 
| 
‘at i 
— 


Uber Harnphosphatase. 279 


Methodisches. 


1. Fermentansitze: wie Diese Z. 235, 62; nur wird tiberall 1 cem Harn 
verwendet. Die Messung der Fermentaktivitit in PE erfolgt in Anlehnung 
an H. und EK. Albers®) mit der einzigen Abweichung, da iiberall die 
Substratkonzentration 0,36°/, war (auch bei den Versuchen mit der alka- 
lischen Nierenphosphatase). Sie entspricht der bisher bei der Untersuchung 
der Harnphosphatasen verwendeten Substratmenge, d.h. 10 mg organisch 


gebundenem P im Fermentansatz. Gemessen an der Phenylphosphorsiure- 


spaltung, war bei dieser Substratkonzentration das Maximum der Reaktions- 


geschwindigkeit erreicht. 
2. Bestimmung der Trocken- und Glihriickstiinde: 10 cem Harn wurden 


1 im Platintiegel auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft und bis zur 


Gewichtskonstanz getrocknet; nach dem Wigen wurde der Tiegel kurze 
Zeit (8—10’) ttiber dem Bunsenbrenner gegliiht. Die geringen Mengen orga- 
nischer Substanz verbrennen sehr schnell und gréBere Gliihverluste treten 
nicht ein. 

3. Elektrodialyse: Es wurde ein Elektrodialysator nach Pauly, Type II, 
mit einer Mittelzelle von 120 cem Inhalt verwendet. Als Membran erwies 
sich als besonders geeignet die Kuprophanfolie der Bemberg A.-G., die 
krystalloid geliéste Stoffe schneller durchtreten léBt als die iiblichen Cello- 
phanmembranen’). Der Querschnitt der der Elektrodialyse unterworfenen 
Fliissigkeiten betrug 12—14 qem; alle Stromstiirkenangaben beziehen sich 
daher auf diesen Querschnitt. 


Diese Untersuchung wurde mit Mitteln des EiweiBforschungs- 
institutes (Stiftung F. Behringer) ausgefiibrt. 


”) H. Brintzinger u. H. Osswald, Kolloid-Z. 70, 198 (1935). 


Berichtigung 
zur Arbeit Venancio Deulofeu: Adrenalin im Gift von 
Bufo arenarum. Diese Z. Bd. 287, 8S. 171 (1935). 


Auf §, 172, 10. und 11. Zeile von unten 
statt ,,Essigester“ lies ,,Essigsiure enthaltendem Alkohol*. 
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